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RESUMO 
A jabuticaba (Myrciaria jaboticaba) é uma fruta nativa do Brasil, sua casca é 
frequentemente descartada, mesmo concentrando grande parte dos compostos 
bioativos. O extrato aquoso pode ser uma alternativa para o aproveitamento desta 
porção e contribuir para o aumento do aporte de fenólicos na dieta. O objetivo do 
trabalho foi avaliar o extrato aquoso da casca de jabuticaba quanto a composição, 
capacidade antioxidante in vitro e in vivo, sob condições fisiológica e patológica, 
além de avaliar o potencial anti-inflamatório e de modulação da microbiota.  
Primeiramente, foram determinadas a caracterização e capacidade antioxidante do 
extrato aquoso de casca de jabuticaba (EJP) in vitro. O peso da casca correspondeu 
a aproximadamente 35% do peso da fruta. O teor de fibras foi superior a 30 g 100 g-
1, sendo fibras solúveis correspondentes a 8,50 g 100 g-1. EJP apresentou forte 
capacidade antioxidante de acordo com testes in vitro, bem como concentração 
significativa de polifenois totais, flavonoides e antocianinas. Cianidina-3-O-glucosídeo, 
delfinidina-3-O-glucosídeo e ácido elágico foram identificados no EJP por LC-DAD-
ESI/MS. Além disto, outros compostos como rutina, quercetina, ácido gálico e 
miricetina foram encontrados por meio de HPLC-DAD-FLD. No presente trabalho, em 
experimentos in vivo, ratos Wistar saudáveis receberam EJP (50 g L-1) por 15 ou 49 
dias. Houve boa aceitação do EJP e o peso corporal não foi afetado. A peroxidação 
lipídica no soro e cólon foram similares entre todos os grupos. EJP aumentou a 
atividade de enzimas antioxidantes, SOD-soro e CAT-cólon, embora o oposto tenha 
sido observado em SOD-colon e CAT-soro. Os tratamentos também modularam a 
microbiota intestinal, a contagem de Lactobacillus, Bifidobacterium e 
Enterobacteriaceae foi superior ao controle. A concentração de ácido acético foi maior 
nas fezes de ratos tratados com EJP comparado aos grupos não tratados. EJP não 
provocou toxicidade hepática de acordo com atividade das enzimas hepáticas. Diante 
dos resultados obtidos em condições fisiológicas, foram investigados os efeitos do 
EJP em um modelo de inflamação intestinal induzida por acido 2, 4, 6-
trinitrobenzesulfonico. Ratos Wistar (28 dias de vida) foram randomicamente divididos 
em 5 grupos: 1) HC – controle saudável; 2) CC – controle colite; 3) DC – controle 
droga; 4) SJ – tratamento de curto tempo; 5) LJ – tratamento de longo tempo. O grupo 
SJ recebeu EJP durante todo o experimento e LJ iniciou uma semana antes da 
indução da colite, o extrato era oferecido em substituição à água. A colite foi induzida 
por instilação intracolonica de ácido 2,4,6-trinitrobenzenosulfónico na sétima semana 
experimental e os animais foram eutanasiados uma semana depois. EJP reduziu a 
perda de peso, o escore de fezes e o aumento do baço. Ocorreu modulação da 
microbiota com aumento da contagem de Lactobacillus e Bifidobacteria no tratamento 
com EJP comparado aos controles doentes (CC e DC). A concentração de ácidos 
graxos de cadeia curta também foi superior ao grupo DC. A ação antioxidante foi maior 
que nos controles CC e DC: SOD em SJ-cólon, GR e GPx em LJ-cólon e CAT em 
SJ/LJ-cólon. Contudo, não foram observadas diferenças no ensaio de TBARS. A 
atividade de MPO foi reduzida no grupo LJ. A expressão de iNOS (LJ/SJ) e ICAM-1 
(SJ) foi menor ao encontrado no CC-cólon. IL-10 foi superior em LJ-soro que em DC-
soro. Os tratamentos com EJP significantemente reduziram a espessura e 
preservaram as criptas intestinais comparado ao grupo CC, embora o escore 
histológico não tenha sido alterado. Portanto, EJP mostrou efeitos benéficos em 
condições fisiológicas e em situações patológicas, e poderia ser futuramente utilizado 
tanto como uma estratégia de manutenção da saúde quanto um adjuvante no 
tratamento de inflamações intestinais. 
 
 
ABSTRACT 
Jaboticaba (Myrciaria jaboticaba) is a Brazilian berry, however, its peels are usually 
wasted despite of richer in bioactive compounds. The aqueous extract could be an 
alternative to use this plant’s tissue and contribute to increase the phenolic compounds 
in the diet. Our aimed was evaluated the composition of aqueous extract of jaboticaba 
peel and its antioxidant capacity in vitro and in vivo over phisiologic and pathologic 
conditions, besides anti-inflammatory and microbiota modulation effects. First, we 
characterized the aqueous extract of jaboticaba peel (EJP) and assessed antioxidant 
capacity. The peel corresponded to approximately 35% of fruit weight in natura. Total 
fiber content was approximately 30 g 100 g-1, and the soluble portion represented 8.50 
± 0.21 g 100 g-1. EJP showed great antioxidant capacity according in vitro assays as 
well as significant concentration of total phenolic, flavonoid, and anthocyanin. 
Cyanidin-3-O-glucoside, delphinidin-3-O-glucoside and ellagic acid were identified in 
EJP by LC-DAD-ESI/MS. In addition, HPLC-DAD-FLD analyses have found other 
compounds as rutin, quercetin, gallic acid and myricetin.  Healthy Wistar rats received 
EJP (50 g L-1) for 15 or 49 days in vivo experiments.  EJP was well accepted in vivo 
as showed the liquid intake measure, and rats body weights were not affected. Lipid 
peroxidation in the serum and colon was similar among the groups. However, EJP 
increased the activity of the antioxidant enzymes, serum-SOD and colon-CAT, 
although the opposite was observed for colon-SOD and serum-CAT (P < 0.05). The 
treatments also altered the gut microbiota because Lactobacillus, Bifidobacterium and 
Enterobacteriaceae counts were increased. Bacteria metabolites, such as the acetate 
acid concentration, were higher in the cecum content of rats fed EJP than the non-
supplemented rats. No hepatic toxicity was shown according to enzyme activities. 
These data suggest EJP is a useful source of antioxidant compounds with the potential 
to improve systemic and gut health. Moreover, facing the results in health condition, 
we have investigated the effects of EJP in an 2, 4, 6-trinitrobenzene sulfonic acid-
induced colitis. Wistar rats (28-day-old) were randomized into five groups: 1) HC – 
healthy control; 2) CC – colitis control; 3) DC – drug control; 4) SJ – short-term 
treatment; 5) LJ – long-term treatment. The SJ received EJP instead of water 
throughout the experiment and LJ started one week before colitis-induction. Colitis was 
induced by intracolonic instillation of 2,4,6-trinitrobenzenesulfonic acid in the 7th 
experimental week and the animals were euthanized one week later. The EJP intake 
reduced body weight loss, feces score and spleen enlargement. Gut microbiota was 
modulated through increased Lactobacillus and Bifidobacteria counts after EJP 
treatment, compared to illness controls (CC and DC group). Short-chain fat acids were 
also higher than DC group. Antioxidant action was greater than CC or DC controls in: 
SOD activity in SJ-colon, GR and GPx activity in LJ-colon and CAT in SJ/LJ-colon. 
However, no difference in TBARS assay was observed. MPO activity was decreased 
in LJ group, iNOS (LJ/SJ) and ICAM-1 (SJ) expression was lower compared to CC-
colon. IL-10 was higher in LJ-serum than DC-serum. EJP treatments significantly 
decreased mucosal thickness and preserved the crypts compared to CC group, 
although no alteration in histological score was observed. Therefore, EJP showed 
beneficial effect under health conditions and intestinal inflammation conditions and 
could be prospectively used either as a preventive strategy to health maintenance and 
as an adjuvant in the intestinal inflammation. 
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INTRODUÇÃO 
A jabuticaba (Myrciaria jaboticaba) é uma fruta altamente perecível, nativa 
do Brasil. Os frutos são esféricos com casca arroxeada, polpa branca, levemente 
ácida e doce (Morales et al., 2016). As cascas e sementes representam 
aproximadamente 50% do peso da fruta e são consideradas subprodutos, sem 
utilização posterior à produção de sucos, geleias e licores. Contudo, tem aumentado 
o interesse no estudo de subprodutos agroindustriais para obtenção de compostos 
bioativos que poderiam ser utilizados como nutracêuticos ou ingredientes funcionais 
(Morales et al., 2016).  
Além de minerais, fibras solúveis e insolúveis; na casca da jabuticaba 
também são encontradas antocianinas e outros compostos fenólicos. A cianidina 3-O-
glucosídeo e a delfinidina 3-O-glucosídeo são os compostos majoritários, mas ácido 
gálico, ácido elágico, isoquercitrina, quercitrina, miricitrina e quercetina também já 
foram identificados na fruta (Wu et al., 2012; Bailão et al., 2015). A casca de jabuticaba 
concentra os principais compostos fenólicos presentes na fruta e possui alta 
capacidade antioxidante (Lima et al., 2011; Abe et al., 2012; Leite-Legatti, A. V. et al., 
2012). 
Os compostos fenólicos podem afetar mecanismos de transdução e 
expressão gênica, bem como melhora de parâmetros inflamatórios, inibição da 
agregação plaquetária, dentre outros efeitos positivos na saúde (Morazzoni e 
Magistretti, 1990; Mladenka et al., 2010; Guo et al., 2012; Williams e Spencer, 2012). 
O estresse oxidativo é um problema, uma vez que o excesso de espécies 
reativas pode danificar biomoléculas e promover doenças, além de acelerar o 
envelhecimento (Halliwell, 1989). Portanto, fontes de antioxidantes naturais podem 
melhorar a qualidade de vida e prevenir patologias (Rufino et al., 2010; Pinent et al., 
2016). A ação antioxidativa dos compostos bioativos ocorre por inibição de enzimas 
associadas à produção de radicais livres, quelação direta das espécies ou de metais 
de transição, através da formação de uma espécie não reativa e estímulo da atividade 
de enzimas antioxidantes (Heim et al., 2002). 
Outra propriedade dos compostos fenólicos é a modulação da microbiota 
intestinal e a produção de seus metabólitos, como os ácidos graxos de cadeia curta 
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(AGCC) (Camuesco et al., 2005; Hoentjen et al., 2005; Lima De Albuquerque et al., 
2010; Komiyama et al., 2011; Scarminio et al., 2012). A microbiota tem papel na 
biotransformação e biodisponibilidade de nutrientes do hospedeiro. Por outro lado, os 
nutrientes e metabólitos também afetam a microbiota (Cardona et al., 2013). Sendo 
uma via dupla que pode colaborar para a saúde do indivíduo.  
A literatura relata, ainda, o efeito anti-inflamatório de compostos fenólicos 
presentes em vegetais (De Faria et al., 2012; Hur, S. J. et al., 2012; Algieri et al., 2013). 
Assim, por meio dos mecanismos relatados para os polifenóis de maneira geral 
(Shapiro et al., 2007; Paiotti et al., 2013), a jabuticaba como fonte destes compostos, 
poderia exercer efeito anti-inflamatório.  
Um modelo para investigação in vivo de parâmetros inflamatórios é a 
inflamação intestinal induzida experimentalmente, a qual também está associada ao 
estresse oxidativo e disbiose (Algieri et al., 2013). As doenças inflamatórias intestinais 
(DII) acometem milhões de pessoas mundialmente e provocam sintomas debilitantes 
que prejudicam desempenho e qualidade de vida (Russel, 2000; Loftus et al., 2007). 
As duas principais formas de manifestação da doença são a retocolite ulcerativa 
(RCU) e doença de Crohn (DC) (Baumgart e Carding, 2007). Alguns compostos 
(poli)fenólicos têm mostrado atividade anti-inflamatória nestas patologias, 
principalmente por meio da inibição de marcadores pró-inflamatórios e modulação da 
microbiota, ademais o efeito antioxidante (De Faria et al., 2012; Algieri et al., 2013).  
Uma maneira de facilitar a ingestão de compostos bioativos é a adição de 
extratos/ infusões de ervas e vegetais à dieta (Farzaneh e Carvalho, 2015). A extração 
aquosa desperta particular interesse por ser um processo simples, sem utilização de 
solventes tóxicos, barato e seguro (Bhebhe et al., 2016). Portanto, a infusão aquosa 
da casca de jabuticaba poderia impulsionar o consumo desta porção da fruta e a 
ingestão dietética de fitoquímicos bioativos e, possivelmente, contribuir para a defesa 
antioxidante e anti-inflamatória do organismo. 
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OBJETIVOS 
 
Geral 
 Investigar os efeitos antioxidantes, anti-inflamatórios e na microbiota do extrato 
aquoso da casca de jabuticaba por meio de experimentos in vitro e in vivo.  
 
Específicos 
- Caracterizar a casca de jabuticaba; 
- Determinar a composição e capacidade antioxidante do extrato aquoso da casca; 
- Avaliar a capacidade antioxidante e efeito na microbiota em experimento in vivo com 
animais saudáveis;  
- Avaliar a capacidade antioxidante, anti-inflamatória e efeito na microbiota em animais 
com colite experimentalmente induzida. 
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FLUXOGRAMA GERAL DA TESE 
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CAPÍTULO I - REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
1. Jaboticaba (Myrciaria jaboticaba)  
A jabuticabeira é uma planta brasileira que pertence à família Myrtaceae, 
presente principalmente nas regiões sul e sudeste do Brasil. Os frutos crescem no 
tronco e são globosos, com polpa adocicada, a casca roxa escura, o diâmetro é de 3-
4 cm, e possui de 1-4 sementes (Reynertson et al., 2008; Clerici e Carvalho-Silva, 
2011; Dessimoni-Pinto et al., 2011). As espécies mais difundidas são Myrciaria 
jaboticaba, popularmente conhecida com jabuticaba sabará, e Myrciaria cauliflora 
(jabuticaba assú) (Wu et al., 2013). A sazonalidade da fruta restringe seu consumo in 
natura aos meses de setembro a outubro, a perecibilidade pós colheita também é 
elevada (Barros et al., 1996), mas produtos à base de jabuticaba como sucos, geleias, 
licores, vinhos e compotas favorecem sua disponibilidade no mercado (Reynertson et 
al., 2006; Santos et al., 2010; Clerici e Carvalho-Silva, 2011).  
 
1.1 Composição nutricional e compostos bioativos da jabuticaba 
Atualmente nomeada ‘berry brasileira’, assim como outras frutas de mesma 
coloração, a jabuticaba é rica em compostos bioativos, como os polifenóis (Wu et al., 
2012). A composição nutricional da jabuticaba (fruta integral) está descrita na tabela 
1, contudo, podem ocorrer variações de acordo com a espécie avaliada. A fruta é fonte 
de compostos voláteis, antocianinas, galotaninos e elagitaninos, depsídeos e outros 
fenólicos (Reynertson et al., 2006; Leite-Legatti, Alice Vieira et al., 2012; Plagemann, 
2012; Wu et al., 2013). Jaboticabin, piranocianina B, quercetina, isoquercitrina, 
quercimeritrina, quercitrina, rutina, miricitrina, ácido cianâmico, ácido O-coumárico, 
ácido gálico, ácido protocatecúico, metil protocatecuato e ácido elágico foram 
identificados em algumas frutas da família Myrtaceae, como Eugenia aggregata, 
Myrciaria cauliflora, M. dubia, Syzygium cumini, S. jambos, S. malaccense 
(Reynertson et al., 2006; Wu et al., 2013). 
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Tabela 1 – Composição nutricional da jabuticaba 
Nutrientes 100 g fruta Nutrientes 100 g fruta 
Calorias 45,7–51,7 Kcal Vitamina B1 0,04 mg 
Umidade 87,1 g Vitamina B2 0,09 mg 
Proteína             0,11–0,32 g  Niacina 1,3 mg 
Lipídeos 0,01 g Riboflavina 0,02 mg 
Carboidratos 12,58 g Triptofano 1,0 mg 
Cinzas 0,2 g Lisina 7,0 mg 
Fibra 0,08 mg Ácido Ascórbico 17,7–238 mg 
Cálcio 6,3–7,6 mg Antocianinas Totais 58,1–315 mg 
Fósforo 9,2–34,6 mg Polifenólicos totais 460,9 mg 
Ferro 0,49–0,87 mg Carotenóides totais 0,32 mg 
Potássio 13,2 mg   
Adaptado de Wu et al. (2013) 
Os compostos voláteis são responsáveis pelo aroma característico das 
frutas. Recentemente, 45 compostos voláteis foram identificados na jabuticaba, em 
maior concentração foram encontrados ácidos orgânicos, álcoois e terpenos, últimos 
em particular contribuem para o aroma característico da jabuticaba (Plagemann, 
2012). 
As antocianinas possuem poderosa atividade antioxidante e são pigmentos 
responsáveis pela coloração da casca de algumas frutas (Lieberman, 2007; Wu et al., 
2013). Atualmente, concentram a atenção nos trabalho a respeito da jabuticaba, 
principalmente, a cianidina 3-O-glicosídeo e delfinidina 3-O-glicosídeo (Figura 1) (Leite 
et al., 2011; Leite-Legatti, Alice Vieira et al., 2012; Dragano, N. R. V. et al., 2013), pois 
a fruta é uma das principais fontes destas antocianinas (Leite-Legatti, Alice Vieira et 
al., 2012). Outros compostos com maior exploração são os elagitaninos, ácido elágico, 
vitamina C, limoneno e terpenos (Lieberman, 2007; Wu et al., 2013). Considerando a 
diversidade do grupo dos (poli)fenóis ainda há muito a ser explorado em relação à 
jabuticaba. A comparação da concentração de compostos bioativos e nutrientes 
presentes na jabuticaba (fruta in natura) e em sua casca está descrita na tabela 2. 
  
21 
 
 
Figura 1 – Duas principais antocianinas encontrada na casca da jabuticaba (M. 
jaboticaba). 
Tabela 2 – Composição nutricional e de compostos bioativos na Myrciaria spp.  
Composto Fruta inteira Casca Referência 
Cianidina 3-O-
glucosídeo 
567 mg 100 g−1 1963,57 mg 100g-1 (Leite-Legatti, A. V. et al., 
2012) 
Delfinidina 3-O- 
glucosídeo 
186,6 mg 100 g−1 634,75 mg 100g-1 (Leite-Legatti, A. V. et al., 
2012) 
Ácido elágico total - 22,5 to 43,95 g kg-1 (Abe et al., 2012) 
Quercetina 56 mg 100 g-1 - (Abe et al., 2012) 
Polifenóis totais a 32,15 g GAEb kg-1 556,3 g GAE kg-1 (Leite-Legatti, A. V. et al., 
2012) 
Taninos totais - 48 to 211 g kg -1 (Abe et al., 2012) 
Fibras insolúveis 16,63 g 100g-1 dwd 20,00 g 100g-1 (Lima, 2008; Leite-
Legatti, A. V. et al., 2012) 
Solúveis 2,23 g 100g-1 dw 5,00 g 100g-1 (Lima, 2008; Leite-
Legatti, A. V. et al., 2012) 
Vitamina C 0,25 g kg-1 298,23 mg 100g-1 (Lima et al., 2011) 
Limoneno e terpenos - - (Plagemann, 2012) 
Lipídeos 0,1 g 100g-1 1,27 g 100g-1 (Donadio, 2000; Leite-
Legatti, A. V. et al., 2012) 
Proteínas 0,6 g 100g-1 3,90 g 100g-1 (Donadio, 2000; Leite-
Legatti, A. V. et al., 2012) 
Cinzas  0,4 g 100g-1 3,01 g 100g-1 (Donadio, 2000; Leite-
Legatti, A. V. et al., 2012) 
Açúcares totais 
redutores 
40,36 g 100g-1 59,04 g 100g-1 (Donadio, 2000; Leite-
Legatti, A. V. et al., 2012) 
a Analisado por teste Folin-Ciocalteau b GAE= equivalentes de ácido gálico. c TE= equivalentes de 
trolox. d dw= peso seco. 
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A casca da jabuticaba apresenta a maior concentração de bioativos e 
corresponde a aproximadamente 1/3 do peso da fruta in natura, contudo, é 
frequentemente descartada (Leite et al., 2011; Leite-Legatti, Alice Vieira et al., 2012) 
(Trevisan et al., 1972). Nesta porção foi encontrada concentração até 7,8 vezes 
superior de antocianinas totais (Leite et al., 2011) ao reportado na fruta integral 
(Reynertson et al., 2006). Portanto, o aproveitamento da casca pode maximizar o nível 
de bioativos disponíveis na dieta. 
Reynertson et al. (2006) identificaram pela primeira vez outros flavonoides: 
isoquercitrina, quercimeritrina, quercitrina, miricetrina, quercetina e rutina; os quais 
(exceto rutina) foram confirmados por Wu et al. (2012). Os mesmos autores também 
identificaram na jabuticaba ácido O-coumárico, ácido cinâmico, ácido procatecuico, 
ácido metil-procatecuico, siringina 3-O-glicosídeo, siringina (Reynertson et al., 2006; 
Wu et al., 2012). 
Taninos também são compostos presentes na jabuticaba, incluindo 
galatotaninos e elagitaninos (Abe et al., 2012), portanto, está é uma fonte promissora 
de derivados de ácido elágico na dieta. Ácido gálico e elágico têm sido descritos na 
fruta desde 2006 (Reynertson et al., 2006) e elagitaninos foram recentemente isolados 
na jabuticaba: oenotheina C e iso-oenotheina C  (Wu et al., 2012).  
Os depsídeos são compostos fenólicos com estrutura característica de dois 
anéis aromáticos ligados por uma ligação éster; também apresentam propriedades 
funcionais descritas na literatura (Reynertson et al., 2006). O ácido 2-O-(3,4-
dihidroxibenzoil) 2,4,5-trihidroxifenilacético e jabuticabin originalmente foram 
encontrados em líquens, mas também já foram identificados na jabuticaba 
(Reynertson et al., 2006). Estes compostos exibiram efeito antioxidativo, mas sua 
concentração é pequena e algumas vezes não é detectável (Wu et al., 2012). 
Portanto, há uma diversidade de compostos presentes na jabuticaba com 
propriedades bioativas, que podem contribuir para manutenção da saúde e tratamento 
de patologias. 
 
1.2 Propriedades funcionais da jabuticaba 
A jabuticaba tem sido utilizada na medicina popular por combater a diarreia 
e problemas respiratórios com base em sua adstringência. Diante disso, investigações 
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científicas para esclarecer as propriedades funcionais desta fruta na saúde têm se 
fortalecido nos últimos anos (Wu et al., 2013). 
‘Berries’ têm sido denominadas ‘superfrutas’ justamente por sua forte 
capacidade de combater o estresse oxidativo (Wu et al., 2013). Vários trabalhos 
demonstraram que a jabuticaba tem capacidade de evitar a formação de radicais 
livres, incluindo a casca e produtos como o suco e geleia (Reynertson et al., 2006; 
Reynertson et al., 2008; De Assis et al., 2009; Haminiuk et al., 2011; Leite et al., 2011; 
Abe et al., 2012; Leite-Legatti, Alice Vieira et al., 2012; Wu et al., 2012; Alezandro et 
al., 2013). A literatura relata benefícios à saúde a partir tratamento com casca de 
jabuticaba. Recentes pesquisas têm mostrado que a suplementação com 2-4% de 
casca de jabuticaba seca tem propriedades funcionais in vivo com aumento da 
atividade antioxidante plasmática (Leite et al., 2011), ação anti-inflamatória (Dragano, 
N. R. et al., 2013), antimutagênica (Leite-Legatti, A. V. et al., 2012)  e melhora da 
resistência à insulina e HDL-colesterol (Lenquiste et al., 2012). Lenquiste et al. (2012) 
encontraram aumento de 1,3 e 1,7 vezes no potencial antioxidante no plasma de ratos 
segundo os testes da capacidade antioxidante ORAC e TEAC, respectivamente, após 
o tratamento com casca de jabuticaba.  
O tratamento com depsídeos da jabuticaba foi capaz de reduz entre 50-
70% a produção de IL-8 em células de câncer de cólon tratadas com extrato da fumaça 
do cigarro, resultados semelhantes ao obtido com antocianinas isoladas (Reynertson 
et al., 2006), o que demonstra a ação anti-inflamatória da jabuticaba e seus compostos 
(D'armiento et al., 2007).  
Compostos fenólicos podem reduzir a produção de mediadores pró-
inflamatórios levando à atenuação da resposta inflamatória, principalmente por meio 
do mecanismo antioxidante (Shapiro et al., 2007; Paiotti et al., 2013). A jabuticaba 
como fonte destes compostos, pode exercer efeito anti-inflamatório. Portanto, sendo 
uma alternativa para o tratamento de doenças inflamatórias, principalmente a casca a 
qual concentra os compostos bioativos, aliando a atividade anti-inflamatória à ação 
antioxidante, e somando outros benefícios aos já mencionados à casca.  
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1.3 Processamento e extração 
A vida de prateleira e segurança de produtos alimentícios como a casca 
pode ser estendida com a secagem, pois a baixa atividade de água evita o 
crescimento de micro-organismos (Labuza e Altunakar, 2008), além ser uma 
alternativa para o consumo desta porção da jabuticaba. Desta maneira a casca pode 
ser empregada no desenvolvimento de produtos, amenizando a perda pós-colheita 
com alterações como mudanças na aparência, deterioração microbiológica, 
fermentação da polpa e perda de compostos (Wu et al., 2013). 
Há diferentes métodos, mas uma das mais eficientes formas de extração 
dos compostos presentes na casca da jabuticaba é, atualmente, a extração por líquido 
pressurizado (PLE) (Santos et al., 2012) ou por fluído supercrítico (SFE) (Cavalcanti 
et al., 2011), pois a não utilização de altas temperaturas reduz a taxa de alterações 
dos compostos. Contudo, estes são processos relativamente complexos que exigem 
recursos estruturais e de alto custo. A extração aquosa por infusão pode ser uma 
alternativa para retirar os compostos fenólicos presentes na jabuticaba, uma vez que 
estes têm característica hidrossolúvel (Jing e Giusti, 2007). 
A infusão da casca de jabuticaba pode ser um processo simples, de fácil 
preparo, que pode permitir o consumo desta porção da fruta, tornando disponível 
durante o ano todo um produto sazonal. O chá (infusão aquosa de uma porção 
vegetal) é a segunda bebida mais consumida no mundo (Wang et al., 2000; Piljac-
Žegarac et al., 2010). Como reportado na literatura, além dos compostos normalmente 
presentes em infusões de folhas e flores, chás de frutas são abundantes em 
pigmentos, como as antocianinas, derivados principalmente das cascas (Piljac-
Žegarac et al., 2010). 
2. Compostos fenólicos e estresse oxidativo  
Compostos fenólicos são um dos maiores grupos de metabólitos 
secundários das plantas presentes na alimentação humana. Em média, a ingestão 
diária pode atingir 1g/dia (Scalbert e Williamson, 2000). Nos vegetais estes compostos 
estão geralmente envolvidos na defesa contra a radiação ultravioleta e agressão por 
patógenos (Manach et al., 2004). Os polifenóis podem desempenhar várias atividades 
biológicas, principalmente, devido a sua habilidade em inibir enzimas, atuar com 
antioxidantes e regular a resposta imune (Paiotti et al., 2013).   
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Os polifenóis são capazes de limitar a oxidação de outras moléculas, por 
ação direta sobre os radicais livres, quelando ou neutralizando estes, ou ainda, por 
estimular sistemas de defesa endógenos (Landete, 2012). O grupo fenólico do 
composto pode aceitar elétrons gerando o radical estável fenoxil, o que interrompe a 
cadeia de reações para formação de espécies reativas (Landete, 2012). O potencial 
antioxidante está relacionado à estrutura do composto. Os flavonoides estão entre os 
mais potentes antioxidantes, devido a sua estrutura com um grupo o-difenólico (B), 2-
3 duplas conjugadas e grupos hidroxil nas posições 3 e 5 (Manach et al., 2004). 
3. Compostos fenólicos e microbiota 
Grande parte dos compostos fenólicos ingeridos na dieta atingem o 
intestino grosso sem alteração, apenas 5-10% são absorvidos no intestino delgado 
devido a complexa estrutura dos compostos. No lúmen do intestino grosso os 
polifenóis são biotransformados por ação da microbiota, inicialmente por rompimento 
das ligações glicosídicas, seguido por quebra dos flavonoides em ácidos fenólicos 
simples (Cardona et al., 2013; Parkar et al., 2013). Os metabólitos resultantes, 
fenólicos com baixo peso molecular, podem ser absorvidos e responsáveis pelos 
efeitos na saúde promovidos por uma dieta rica em compostos fenólicos (Cardona et 
al., 2013). A relação é mais complexa, pois os compostos (poli)fenólicos também 
podem modular a composição da microbiota, por meio de ação seletiva probiótica e 
antibiótica, porém, os mecanismos ainda são pouco conhecidos (Kopp-Hoolihan, 
2001).   
O intestino é o habitat natural para uma grande e diversa comunidade 
bacteriana e a microbiota tem papel sobre condições fisiológicas e patológicas do 
indivíduo (Kopp-Hoolihan, 2001). As bactérias não patogênicas são relacionadas às 
funções benéficas à saúde do hospedeiro, dentre elas: controlar a proliferação e 
diferenciação de células epiteliais, evitar desordens gastrointestinais, compor uma 
barreira de controle de patógenos, reforçar as junções de adesão intestinal, aumentar 
secreção de muco e modular a resposta imune por meio do estímulo à secreção de 
citocinas (Hooper et al., 2012), além de exercer proteção contra a inflamação intestinal 
ou sua progressão (Baumgart e Sandborn, 2007).   
Compostos fenólicos podem modular a microbiota e, consequentemente, a 
formação de ácidos graxos de cadeia curta (AGCC) (Kaulmann e Bohn, 2016). AGCC 
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tais como acetato, butirato e propionato são produzidos por meio da fermentação 
promovida pela microbiota intestinal e exercem múltiplos efeitos não só a nível 
intestinal, mas também nos tecidos periféricos, com ação, por exemplo, na 
sensibilidade à insulina, tolerância à glicose e controle do apetite e peso (Kasubuchi 
et al., 2015). Estudo clínico mostrou, ainda, que a administração de AGCC teve efeito 
positivo no tratamento de doenças inflamatórias intestinais (Di Sabatino et al., 2005). 
Os dados da literatura sobre o impacto dos (poli)fenóis na produção de AGCC são 
contraditórios, há estudos que demonstram aumento na produção destes metabólitos 
(Parkar et al., 2013) e outros que mostram redução (Matziouridou et al., 2016), os 
mecanismos são pouco discutidos.  
4 Doenças inflamatórias intestinais 
As doenças inflamatórias intestinais (DII), cujas duas formas mais comuns 
de manifestação incluem a doença de Crohn e a retocolite ulcerativa (RCU), são 
patologias crônicas, severas, remitentes e redicivantes (Andujar et al., 2011; Cosnes 
et al., 2011). Mundialmente a ocorrência das DII tem crescido, a prevalência é superior 
a 200 casos por 100.000 habitantes no ocidente (Cosnes et al., 2011). Embora um 
maior número de casos ocorra em países desenvolvidos como Canadá, Estados 
Unidos e países da Europa, uma incidência crescente tem sido observada em outras 
regiões até então com baixo registro de casos (Souza et al., 2002; Loftus, 2004). O 
pico de ocorrência está entre 20-30 anos para a doença de Crohn e entre 30-40 anos 
para a RCU (Cosnes et al., 2011). Há escassez de dados epidemiológicos sobre 
impacto das DII na América Latina e Brasil, estratégias para o manejo desta patologias 
são baseados em protocolos da Europa ou Estados Unidos (Kotze, 2014).  
O decréscimo na qualidade de vida é influenciado também por condições 
de má-nutrição, principalmente entre os pacientes com DC, como anemia e outras 
carências de vitaminas e minerais (Bjorndal et al., 2013), além disso, a doença atinge, 
em especial, adultos jovens os quais se encontram em alta fase produtiva. Outro 
agravante é o maior risco de câncer de cólon atribuído à ocorrência de DC ou RCU 
(Kaser et al., 2010; Wu et al., 2011).  
As características comuns são a presença áreas de ulceração, infiltração 
de neutrófilos e necrose de células epiteliais no intestino (Andujar et al., 2011). Os 
principais sinais e sintomas das DII são dor abdominal, diarreia e sangramento retal, 
além de perda de peso, febre e fadiga; na DC pode ocorrer obstrução intestinal ou 
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fístulas (Strober et al., 2007). Na colite a inflamação não transmural é restrita ao cólon 
e reto, ao contrário a DC é transmural e pode atingir qualquer porção trato 
gastrointestinal (Baumgart e Sandborn, 2007).  
A despeito dos avanços no entendimento sobre as DII, a etiologia destas 
inflamações intestinais ainda não está clara. A combinação de fatores genéticos, 
imunológicos, infecciosos, ambientais e alterações na microbiota intestinal tem sido 
associada ao desenvolvimento das DII, caracterizando seu aspecto multifatorial 
(Kaser et al., 2010).  
O fator genético pode levar a disfunção no reconhecimento inato e na 
resposta (inata e adaptativa) a antígenos microbianos, o que provoca desregulação 
imune e disbiose, características das DIIs (Abdullah et al., 2013). A suscetibilidade 
genética tem sido associada à alteração no gene que codifica NOD2, prejuízos na 
função de NOD2 alteram os mecanismos de controle da resposta as bactérias 
intestinais, permitindo a super produção de citocinas pró-inflamatórias e maior 
concentração de bactérias nas criptas, com consequente estímulo excessivo do 
sistema imunológico (Strober, Fuss e Mannon, 2007). 
Uma das fortes vertentes para a patogênese das DII refere-se à disfunção 
na interação entre a microbiota intestinal e o sistema imune (Strober et al., 2007). A 
mucosa intestinal possui, habitualmente, micro-organismos e componentes 
alimentares com potencial inflamatório, isto provoca uma resposta inflamatória, e em 
indivíduos susceptíveis às DII a capacidade de regular negativamente esse estado 
inflamatório e manter uma condição normal é falha, levando ao desencadeamento da 
doença (Sands e Kaplan, 2007). Contudo, as mudanças na microbiota podem ser 
secundárias à resposta inflamatória (Strober et al., 2007; Abdullah et al., 2013). 
A barreira do epitélio gastrointestinal corresponde à primeira forma de 
defesa do sistema imunológico no trato gastrointestinal, por meio da atuação de 
células caliciformes e células de Paneth que atuam na produção de muco e peptídeos 
antimicrobianos (defensinas), respectivamente (Faure et al., 2003; Neuman e Nanau, 
2012). Há evidências que disfunções na barreira epitelial permitam excessiva 
interação do sistema imune com a microbiota, desencadeando o processo inflamatório 
(Wehkamp et al., 2006).  
O processo inflamatório inicia-se com a ação de células do sistema imune 
inato, como macrófagos, neutrófilos e células natural killer (NK), que produzem 
citocinas pró-inflamatórias (fator de necrose tumoral [TNF]-α, interleucina [IL]-1, IL-6, 
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IL-8, IL-12). Padrões moleculares associados a patógenos (endotoxinas), citocinas 
pró-inflamatórias, sinais liberados por células T ativadas, espécies reativas de 
oxigênio (ERO), disparam uma cascata de reações que fosforilam e ativam IKK-B 
(quinase do inibidor do fator nuclear kappa-B), a qual degrada IkB (inibidor do fator 
nuclear kappa-B), liberando a migração de NF-kB para o núcleo. Este ativado irá 
promover a transcrição de mediadores inflamatórios como TNF-α, ciclo-oxigenase 
(COX)-2, moléculas de adesão, iNOS (óxido nítrico sintase induzida), e de ativadores 
de linfócitos, monócitos, macrófagos e células endoteliais (Shapiro et al., 2007). 
Espécies reativas de oxigênio e nitrogênio são extensivamente liberadas 
na inflamação intestinal (Kim et al., 2012), principalmente por macrófagos e neutrófilos 
(Mandalari et al., 2011; Bjorndal et al., 2013). Este fenômeno tem demonstrado 
importância no processo patológico, sendo a gravidade da inflamação correlacionada 
ao nível do estresse oxidativo (Liao et al., 2008). A mieloperoxidase, uma enzima 
presente em neutrófilos, catalisa a formação de oxidantes citotóxicos e sua 
concentração é proporcional à infiltração de neutrófilos (Hur et al., 2012). 
A enzima iNOS é ativada durante a inflamação por lipopolissacarídeos ou 
citocinas. O óxido nítrico pode induzir a quebra do DNA, seus metabólitos são potentes 
agentes mutagênicos, além disso, a expressão de iNOS correlaciona-se com a 
expressão de COX-2 (Kim et al., 2012). Este radical também pode estar envolvido no 
aumento da permeabilidade na mucosa intestinal por meio de sua ação vasodilatadora 
(Boughton-Smith et al., 1993). 
As consequências do estresse oxidativo incluem o enfraquecimento do 
sistema de defesa da mucosa intestinal, pois pode acarretar diminuição da camada 
de muco que recobre os enterócitos, destruir membranas citoplasmáticas, junções 
intercelulares e a membrana basal. O que facilita a translocação bacteriana, 
suscitando a contrapartida do sistema imune e/ou agravando a inflamação já instalada 
(Martinez et al., 2010). 
As defesas endógenas, formadas principalmente por enzimas 
antioxidantes (catalase, superóxido dismutase, glutationa oxidase), são muitas vezes 
incapazes de evitar totalmente os danos provocados por espécies reativas. Desta 
forma, antioxidantes de origem dietética podem complementar o aparato de defesa do 
organismo contra o estresse oxidativo (Cerqueira et al., 2007; Habib e Ibrahim, 2011) 
O desenvolvimento das DII, portanto, acontece em indivíduos 
geneticamente predispostos estimulados por diversos fatores (Abdullah et al., 2013). 
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A Figura 2 reúne os mecanismos discutidos anteriormente no texto como possíveis 
fatores associados as DII.  
 
Figura 2 – Fatores possivelmente envolvidos nas etiopatogênese das DII. Adaptado 
de (Abdullah et al., 2013). 
O prognóstico das DIIs melhorou com o desenvolvimento de esteroides, 
imunossupressores e, recentemente, do tratamento biológico. O tratamento 
convencional é focado na atenuação dos sintomas, inicialmente, para induzir a 
remissão, são administrados corticoides, a exemplo o ácido 5-aminosalicilico  
(Baumgart e Sandborn, 2007). A manutenção do tratamento baseia-se em 
imunomoduladores como infliximab ou azatioprina. Contudo, estas terapias são 
limitadas na eficácia e toxicidade (Strober, Fuss e Mannon, 2007; Cosnes et al., 2011). 
O que pode explicar que até 40% dos pacientes a busquem alternativas para 
complementar o tratamento convencional (Paiotti et al., 2013). 
Em estudos recentes extratos ricos em polifenóis, tais como extratos de 
maçã (D'argenio et al., 2012), romã (Sánchez-Fidalgo et al., 2013) ‘sunrouge’ (chá rico 
em antocianinas) (Akiyama et al., 2012), mirtilo (Wu et al., 2011; Håkansson et al., 
2012), chá verde (Brückner et al., 2012; Inoue et al., 2013) têm demonstrado efeitos 
positivos sobre as DII reduzindo a mortalidade em modelos animais, atenuando 
sinais/sintomas colônicos e extracolônicos, índice de inflamação e mediadores 
inflamatórios.  
O chá verde reduziu danos extra cólicos em ratos com colite induzida, 
promovendo menor peroxidação lipídica no fígado e menor nível sérico de enzimas 
hepáticas (AST e ALT) (Inoue et al., 2013). Extrato polifenólico do azeite de oliva 
diminuiu o índice de atividade da doença, bem como a expressão de marcadores da 
inflamação (MCP-1 – proteína quimioatrativa de monócitos e macrófagos, TNF-α, 
COX-2 e iNOS), a fosforilação da proteína JNK (c-Jun aminoterminal quinase), a 
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degradação de IkBα e desativação de PPARγ em modelo experimental de colite 
induzida por dextran sulfato de sódio (DSS) (Sánchez-Fidalgo et al., 2013). 
Resultados semelhantes foram encontrados em camundongos com colite DSS-
induzida tratados com naringenina, um polifenol derivado de frutas cítricas (Azuma et 
al., 2013).  
As DII sendo patologias que são caracterizadas por um quadro inflamatório, 
alto estresse oxidativo e fortemente correlacionadas a disbiose, poderiam ser alvos 
de investigações que avaliem o efeito da jabuticaba no curso da doença. Pois, como 
já acima discutido, a casca desta fruta é fonte de compostos fenólicos como 
capacidade combater a inflamação e o estresse oxidativo, além de modular a 
microbiota. 
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Abstract 
The consumption of berries has become a trend with confirmed health properties; 
however, fruit peels have been wasted despite their high concentrations of bioactive 
compounds. Tea made from jaboticaba (Myrciaria jaboticaba) peel (JP) could be an 
alternative to make use of this byproduct and contribute to increased intake of 
polyphenols. For this reason, this study investigated the chemical composition and 
bioactive profile, as well as the antioxidant capacity of its aqueous extract (JPT – 25 g 
L-1). The peel corresponded to approximately 35% of fruit weight. Total fiber content 
was approximately 30 g 100 g-1, and the soluble portion represented 8.50 ± 0.21 g 
100 g-1. JPT showed strong antioxidant capacity according to all methods tested 
(FRAP, DPPH, and ORAC). Phenolic, flavonoid, and anthocyanin content were 54.55 
mg GAE, 8.33 mg catechin, and 4.34 mg cyanidin 3-glucoside in 100 mL, 
respectively. Phenolic content in a cup of JPT (250 mL) was approximately 150 mg 
GAE, which could be considered an important source of bioactives. Cyanidin-3-O-
glucoside, delphinidin-3-O-glucoside, and ellagic acid were identified in JPT by LC-
DAD-ESI/MS. Other polyphenols were investigated by HPLC in the hydrolyzed 
extract, and gallic acid and rutin were the prevalent compounds after cyanidin-3-O-
glucoside. The hydrolysis increased total phenolic, but not affected the antioxidant 
capacity according DPPH e FRAP. The JPT color, anthocyanins and antioxidant 
capacity showed stability in refrigerated conditions, even without additives, for up to 
three days. These findings suggest that aqueous extract could be an adequate way 
to utilize the functional properties of jaboticaba peel.  
Keywords: Myrtaceae; byproduct; tea; beverage; phenolic compounds. 
Abbreviations: ORAC – oxygen radical absorbance capacity; TE – Trolox equivalence; 
FRAP – ferric reducing ability; DPPH – 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical; SD – 
standard deviation; JP – jaboticaba peel; JPT – jaboticaba peel tea; GAE – gallic acid 
equivalent; BHT- 2,6-di-tert-butyl-4-methylphenol; FLD – fluorescence detector; DAD 
– diode array detector; ESI-  electrospray ionization interface; MS - mass spectrometry; 
HPLC – high performance liquid chromatography; LC – liquid chromatography.  
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1. Introduction 
 A number of studies have highlighted the health benefits of red-black fruits, 
such as berries, which are considered a source of bioactive compounds (especially 
anthocyanins) with antioxidant and anti-inflammatory potential. The literature has 
shown the important effects of berries against several conditions, such as obesity, 
urinary tract infection, cardiovascular diseases, insulin resistance and inflammatory 
bowel disease (Blumberg et al., 2013; Alice Vieira Leite-Legatti et al., 2012; Lenquiste, 
Batista, Marineli, Dragano, & Maróstica Júnior, 2012; X. Xiao et al., 2015). 
Jaboticaba, as well as the the worldwide well-known acai (Euterpe 
oleracea), can be called Brazilian berry. The jaboticaba plant belongs to the Myrtaceae 
family and is largely distributed in the South and Southeast regions of Brazil. The main 
species is Myrciaria jaboticaba, popularly known as jaboticaba “sabará”. The 
jaboticaba fruit has a dark purple peel and a pleasant flavor. The fruit  consumption is 
mainly in its fresh form and  its use is still mostly domestic (Sato & Cunha, 2007), which 
shows potential for bigger investiments in production and marketing of jaboticaba crops 
and products (Balerdi, Rafie, & Crane, 2006). 
In general, jaboticaba fruit peels are not widely consumed, but recently 
some new formulations have sought to include these fruit byproducts in order to 
aggregate nutritional and commercial value (Dessimoni-Pinto, Moreira, Cardoso, & 
Pantoja, 2011). Jaboticaba peels can also be dried in order to extend their shelf-life, 
and provide an alternative for the consumption of this source of bioactive compounds 
(A. V. Leite-Legatti et al., 2012). 
Few investigations report the polyphenol content of M. jaboticaba; however, 
some bioactive compounds have been described: anthocyanins, mainly cyanidin3-
glucoside and delphinidin 3-glucoside; ellagitannins; ellagic acid; gallic acid; quercetin; 
vitamin C; limonene; terpenes; dietary fibers; and others (Batista et al., 2014; 
Reynertson et al., 2006). These compounds could be directly related to antioxidant, 
antiproliferative, antimutagenic, and anti-inflammatory in vivo and in vitro activity 
exhibited by M. jaboticaba peel, and reported by recent studies (Batista et al., 2014; 
Dragano et al., 2012; A. V. Leite-Legatti et al., 2012; Lenquiste et al., 2012). 
Extracts of vegetable parts have been reported in the literature as excellent 
sources of bioactive compounds. Aqueous extraction is a well-known method for 
beverage preparation; furthermore, infusions are among the most frequently 
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consumed beverages worldwide (Piljac-Žegarac, Valek, Stipčević, & Martinez, 2010). 
Their consumption is increasing, including in Western countries. For example, tea 
sales reached $6.8 billion in 2005, increasing by 10% in one year in the United States 
(de Mejía, Song, Heck, & Ramírez-Mares, 2010).  
Studies have confirmed the medicinal properties of age-old aqueous 
infusions such as green tea, black tea, and yerba mate, among others (Cabrera, 
Artacho, & Gimenez, 2006; de Mejía et al., 2010). The health-promoting properties of 
these beverages are mainly due to the presence of bioactive compounds with strong 
antioxidant properties (Socha et al., 2013). Tea made from jaboticaba peels may prove 
to be an efficient way to use this portion of the fruit and take advantage of its functional 
properties. In this sense, this study reports the chemical and functional characterization 
of jaboticaba peel as well as its aqueous extract (tea). 
 
2. Material and methods 
2.1 Jaboticaba peel powder (JP) 
 Jaboticaba (Myrciaria jaboticaba) fruits were kindly donated by the company 
Indústria e Comércio Lagoa Branca Ltda, located at Boa Vista II farm, located in Casa 
Branca city (Sao Paulo, Brazil). Once sanitized, the fruits were peeled and the peels 
were separated and oven-dried with air circulation at 40°C (Marconi, Piracicaba, SP, 
Brazil) for 96 h. Dried peels were ground into a fine powder (Marconi, model MA 630/1, 
Piracicaba, SP, Brazil), sifted (20 mesh), and stored in an amber flask at -20 °C until 
further analyses.  
2.1.1 JP – Chemical characterization 
 The proximate composition of JP peel was determined by analyses of proteins 
(Dumas nitrogen analyzer – Velp Scientifica, Usmate, MB, Italy), lipids (Bligh & Dyer, 
1959), ash, and moisture (AOAC, 2002). Carbohydrates were calculated by difference. 
Total dietary fiber and insoluble fractions were determined in the peel powder using 
the enzymatic-gravimetric method (AOAC, 2002), and soluble fraction was calculated 
by difference. Pectin (total and soluble) was determined according to Bitter and Muir 
(1962), and insoluble pectin was calculated by difference. The percentage of the peel 
weight in the whole fruit was calculated by weighing 10 whole fruits with the peel.   
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In order to determine reducing sugars, a 70% ethanol solution was added 
to the samples and allowed to reaction during 60 min at 100 ºC. After evaporation of 
the ethanol, the extracts were filled with water and then analyzed according to the 
Somogyi-Nelson method, using a Synergy HT, Biotek microplate reader (Winooski, 
USA), with readings set at 520 nm (Nelson, 1944). 
 
2.2 Jaboticaba peel tea (JPT) 
 In order to obtain the JPT, 25 g of JP were immersed in 1000 mL of boiling water 
(90-100 °C), manually shaken at 0, 15, and 35 min at room temperature (22-23 °C), 
after the extract was filtered through a paper filter (18 mm) coupled to a vacuum 
system. The extraction was performed in triplicate for each analysis.  
2.2.1 Characterization  
 A BioTek Synergy HT Microplate Reader (Winooski, USA) coupled to the data 
software program Gen5tm 2.0 was used for colorimetric and fluorometric analysis in 
96-well microplates (transparent or dark for ORAC).  
2.2.1.1 Bioactive compounds  
Total phenolics – The reaction of the water-diluted JPT with Folin-Ciocalteu’s reagent 
and the saturated solution of sodium carbonate (allowed 2 h to react in dark at room 
temperature – 22-23 °C) were used to determine the total phenolic content (Swain & 
Hillis, 1959), with some adaptations to microplate assay. The absorbance was read at 
725 nm. Results were expressed in terms of the used standard– gallic acid equivalent 
(mg GAE mL-1). 
Total yellow flavonoids – As described by Zhishen, Mengcheng, and Jianming 
(1999), sodium nitrite, aluminum chloride, and sodium hydroxide were added to diluted 
JPT. Catechin was used to build a standard curve and the results were expressed as 
catechin equivalents (mg CE mL-1) 
Total anthocyanins – JPT was diluted in potassium chloride buffer (pH=1.0) in order 
to reach absorbance of 0.4-0.6 nm, and the same dilution factor was used in acetate 
buffer (pH=4.5). The absorbance readings were done at 520 and 700 nm (Wrolstad, 
1976).  
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The absorbance (A) was then calculated using Equation 1:  
A = [(A520 nm – A700 nm) pH = 1.0] – [(A520 nm – A700 nm) pH = 4.5] (1) 
The anthocyanin content (C) was calculated as cyanidin 3-O-glucoside (PM = 
449.2) using Equation 2, and expressed as mg cyanidin 3-glucoside mL-1: 
C = A. MW. DF /. L     (2) 
Where  = molar absorptivity (26,900 mol L-1), L = pathlength (cm), MW = 
molecular weight, and DF = dilution factor. 
Condensed tannins: JPT were mixed with working solution e 1% vanillin (w/v) in 
methanol and 8% HCl in methanol (1:1). After 20 min at 30 °C, the absorbance was 
read at 500 nm. Catequin was used as standard and results were expressed as mg 
catequin equivalent (CE) mL-1 (de Camargo, Vieira, Regitano-D’Arce, Calori-
Domingues, & Canniatti-Brazaca, 2012; Price, Hagerman, & Butler, 1980) 
2.2.1.2 JPT - Antioxidant capacity 
Ferric reducing antioxidant power (FRAP) – FRAP reagent (acetate buffer, TPTZ in 
HCl, FeCl3) was mixed with water-diluted JPT or standard solutions (Trolox). After 30 
min at 37 ºC, the samples were cooled to room temperature and the absorbance was 
read at 595 nm. The results were expressed as µmol Trolox equivalent (TE) mL-1 
(Benzie & Strain, 1996).  
DPPH assay – A DPPH-methanol solution was added to diluted JPT and kinetic 
readings were made at 515 nm until the stabilization of absorbance (A), which occurred 
at 2 h. Five concentrations of JPT were used to calculate IC50, using water as a reaction 
control (Rufino et al., 2010). Calculations were made as follows (Equation 3): 
% Inhibition = [(Abscontrol – Abssample)/Abscontrol] x 100                          (3) 
 The samples concentration required to reduce 50 % of the DPPH radical (IC50) 
was calculated by linear regression, and the result showed in g L-1. As well as in the 
other antioxidant measurements, DPPH scavenging was calculated using trolox as 
standard and the results expressed as µmol TE mL-1. 
Oxygen radical absorbance capacity (ORAC) – Diluted extract (JPT) or standard 
solution, fluorescein solution, and AAPH were prepared in phosphate buffer (pH 7.4) 
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and added to 96-wells black microplates in the dark. The readings were made in the 
following fluorescent filters: excitation wavelength at 485 nm and emission wavelength 
at 520 nm. Trolox was used as standard and results were expressed as µmol TE mL-
1. The linearity between the net area under the curve and the concentration was 
checked (Davalos, Gomez-Cordoves, & Bartolome, 2004). 
2.2.2 Chromatographic characterization of phenolic compounds 
For the chromatography analysis of anthocyanins and ellagic acid, the 
aqueous extract was prepared as described in the Section 2.2. The samples were 
filtered through a 0.45 μm syringe filter. To identify specific anthocyanin components 
in the extract, the general procedure for screening of phenolic compounds in plant 
materials was employed (Lin & Harnly, 2007) with some modifications. The LC-DAD-
ESI/MS instrument consisted of a Varian 250 (Varian, CA, USA) coupled with a diode 
array detector (DAD) and a 500-MS IT mass spectrometer (Varian, CA). A Symetry 
C18 (Varian Inc., Lake Forest, CA) column (3 μm, 250 x 2 mm) was used at a flow rate 
of 0.4 mL min-1. The oven temperature of the column was set at 30 °C. The mobile 
phase consisted of a combination of A (0.1% formic acid in water) and B (0.1% formic 
acid in acetonitrile). The gradient was varied linearly from 10% to 26% B (v/ v) at 40 
min, to 65% B at 70 min, and finally to 100% B at 71 min, and then held at 100% B for 
75 min. The DAD was set at 270 and 512 nm for real-time read-out and UV/VIS spectra 
were recorded in the range of 190-650 nm. Mass spectra was simultaneously acquired 
using electrospray ionization in the positive and negative ionization modes (PI and NI) 
at a fragmentation voltage of 80 V for the mass range of 100-1000 amu. We used a 
drying gas pressure of 35 psi, a nebulizer gas pressure of 40 psi, a drying gas 
temperature of 370 °C, capillary voltages of 3500 V for PI and 3500 V for NI, and spray 
shield voltages of 600 V. The LC system was coupled to the MSD with a splitting of 
50%.  
In addition, other polyphenols in the JPT were performed by HPLC-DAD-
FLD as described previously, including equipment and running conditions (Natividade, 
Corrêa, Souza, Pereira, & Lima, 2013). A solution of 1.2 M HCl and 0.26 g L-1 BHT in 
50% methanol was added to the extract (Section 2.2). Later, the extract was kept at 
90 °C for 30 min in water bath coupled with refrigerated reflux condenser (Batista et 
al., 2014). The DAD was set at the following wavelengths: 280 nm for identification of 
gallic acid and (-)-epicatechin gallate; 320 nm for phenolics acids; 360 nm for flavonols 
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and 520 nm for anthocyanins. Fluorescence detector was used at 320 nm emission for 
identification of (+)-catechin, procyanidin A2 and (-)-epicatechin.  
In order to compare the hydrolyzed to non-hydrolyzed JPT, it was 
determined total phenolics by colorimetric assay, FRAP and DPPH assays according 
aforementioned to JPT (Sections 2.2.1.1 and 2.2.1.2). 
2.2.3 JTP - Color measurements: stability evaluation 
Measures of color were taken in JPT at room temperature using a 
spectrophotometer (Color Quest II – Hunter Lab, Reston, USA). CIELAB* system (D65, 
10º observer, transmittance) was used and parameters a*, b*, and L* were registered. 
The extract was divided into two ambr bottles, one was stored at refrigerated conditions 
(at 4-10ºC) and the other was kept at room temperature (25 ºC). Color measurements 
of each were taken and compared to D0, considered standard, by three days (72 h). 
Measurements were taken after the bottles reached room temperature. Color 
difference was calculated (∆E) according to Equation 4:  
∆E = √ (L*dayX-L*day0)2 + (a*dayX-a*day0) 2 + (b*dayX-b*day0) 2     (4) 
Where L*, a*, and b* are color parameters; day 0 = standard; day X = 24h, 
48 or 72 h after storage.  
In addition, it was carried out the following assays: total phenolic, 
monomeric anthocyanins and FRAP, as described in the Sections 2.2.1.1 and 2.2.1.2, 
in order to evaluate also the stability of bioactive compounds. 
 
2.3 Statistical analyses  
 All analyses were carried out in triplicate and data were expressed as the mean 
value ± standard deviation (SD). The statistical analyses were carried out using 
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). The significance 
of the data was determined using Student’s t-test at P < 0.05. 
3. Results and discussion 
 Jaboticaba fruit has a thicker peel than other fruits like grapes and blueberries. 
We have found that this portion corresponds to approximately 35% of the fruit weight 
(4.97 ± 1.47 g, 1.77 ± 0.19 g, whole fruit and peel, respectively). The proximate 
composition of jaboticaba peel powder (JP) is shown in Table 1. The JP showed great 
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level of total dietary fiber (33.86 g 100 g-1 ± 1.38), in agreement to a recent work that 
found a similar concentration of total fiber in JP (38.4 g ± 1.2) (Inada et al., 2015). Fiber 
has been associated with beneficial health properties and protection against certain 
diseases, and can also help intestinal transit, modulating the microbiota and control of 
serum lipids and glucose (Yapo & Koffi, 2008). JP showed a high level of soluble fibers, 
with pectin representing a large fraction of dietary fiber in JP, since we have found 9.00 
± 0.16 and 3.03 ± 0.05 g 100 g-1 JP of total and soluble pectin, respectively. Gurak, 
De Bona, Tessaro, and Marczak (2014) have found a similar fiber level in jaboticaba 
peel (about 10 %). The amounts of soluble fiber is the most important fraction in this 
case, since it could also be present in JPT, and the fraction is also strongly correlated 
with gut fermentation and its potential health effects (Eswaran, Muir, & Chey, 2013). 
 
Table 1 – Proximate Composition of jaboticaba peel powder. 
  g 100 g
-1 
Carbohydrate 72.06 ± 0.25  
Reducing sugar 13.75 ± 0.47 
Total Dietary Fiber 33.86 ± 1.38 
Insoluble Fiber 25.38 ± 0.24 
Soluble Fiber 8.50 ± 0.21 
Lipids 2.94 ± 0.02 
Proteins 6.85 ± 0.05 
Moisture 14.63 ± 0.42 
Ashes 2.98 ± 0.03 
Soluble dietary fiber and carbohydrates were calculated by difference. Results 
are expressed as mean ± SD (n=3). 
 
 A recent study has shown that food byproducts correspond to more than one 
third of the waste generated by the food industry in developed countries (Mirabella, 
Castellani, & Sala, 2014). Seeds and peels represent the largest portion of byproducts 
and could be put to better use, especially as they are rich in fiber and phenolic 
compounds (Gorinstein et al., 2011).  
 Chaovanalikit and Wrolstad (2004) found the highest amount of total phenolic 
and anthocyanins concentrated in peels of four cultivars of cherries. Previous studies 
have also demonstrated larger amounts of phenolics in jaboticaba peel (A. V. Leite-
Legatti et al., 2012), and also that JP added to a diet positively affected disorders in 
vivo, such as obesity, dyslipidemia, and insulin resistance (Batista et al., 2014; 
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Lenquiste et al., 2012; Plaza et al., 2016). Since the tea is the second most-consumed 
beverage around the world (El-Beshbishy, 2005), the use of JP aqueous extract could 
be an alternative to spread the use and consumption of phenolic compounds from 
jaboticaba peel.. The bioactive compounds profile of JPT is shown in Table 2.  
 
Table 2 – Bioactive compounds and antioxidant capacity of JPT 
 
Parameters mL -1 JPT g -1JP 
Total phenolics 0.593 ± 0.041 mg gallic 
acid equivalent 
23.73 ± 1.65 mg gallic 
acid equivalente 
Total yellow flavonoids 0.083 ± 0.004 mg catechin 3.33 ± 0.170 mg catechin 
Total monomeric 
anthocyanins 
0.043 ± 0.001 mg 
cyanidin-3-glucoside 
1.73 ± 0.030 mg cyanidin-
3-glucoside 
Condensed tannins  4.75 ± 0.20 mg catechin 
equivalents 
189.88 ± 8.06 mg 
catechin equivalentes 
FRAP 8.8 ± 0.01 µmol TE 353.6 ± 14.8 µmol TE 
ORAC 3.8 ± 0.37 µmol TE 153.8 ± 14.9 µmol TE 
DPPH 5.15 ± 0.30 µmol TE 206.3 ± 12.1 µmol TE 
IC50 3.54 g L-1 
TE = Trolox equivalent. ORAC linearity test: concentration range = 0.25 – 3.0 g JP L-
1, slope = 9.2676, intercept =11.021, R2 = 0.9951. Results are expressed as mean ± 
SD (n=3). 
Distinct extraction methods have been used to evaluate the bioactive 
compounds profile and antioxidant potential of JP. The phenolic level found in JP 
(Table 2) was up to 76 times greater than the level in acai (Euterpe oleracea) (0.31 mg 
GAE g-1), and higher than in blackberry extracts and other exotic tropical red-black 
berries (Dai, Gupte, Gates, & Mumper, 2009; Kang et al., 2012). This is an indicator of 
the high bioactive concentration in JP aqueous extract. Although this study found lower 
levels of phenolic compounds in JP extract than reported by other authors (Abe, Lajolo, 
& Genovese, 2012; A. V. Leite-Legatti et al., 2012), still JPT proved to be an excellent 
source of bioactive compounds.  
There is a number of variables that can influence polyphenol identification 
and quantification. The amount of polyphenols in fruits and vegetables can be modified 
by environmental conditions, post-harvest treatments, and processing (Chen, Xin, 
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Yuan, Su, & Liu, 2014). Thus, it is possible to identify differences in polyphenol content 
in the same fruit grown in different seasons (da Silva et al., 2015). In addition, analytical 
choices can influence the polyphenol extraction because of their chemical 
characteristics. Organic solvents have been widely used to extract polyphenols due to 
their efficiency and wide applicability (Dai & Mumper, 2010). Matrix properties of the 
plant part, temperature, pressure, time and solvent are also factors that can affect the 
extraction processes (Azmir et al., 2013). In this way, this large range of solvents and 
methods used to extract phenolic compounds makes difficult the comparison of 
studies. Moreover, the focus of our study was to obtain a viable alternative for the JP 
consumption and not reaching the best method or solvent to polyphenol extraction. 
A usual portion of JPT (cup 250 mL) provides polyphenols at the level of 
148 mg GAE (Table 2), which is half the amount found in black tea and mate tea (de 
Mejía et al., 2010; Rechner et al., 2002) and about one quarter of total polyphenols in 
green tea, whether decaffeinated or not (Yang & Liu, 2013). The antioxidant capacity 
of JPT (Table 2) was similar to that found in black tea according to FRAP assay 
(Luximon-Ramma et al., 2005; Rechner et al., 2002). This is a good result, since since 
among teas, black tea is considered a major source of polyphenols. Furthermore, 
studies found higher antioxidant capacity (FRAP) and total phenolic levels in aqueous 
extract than in other organic extractions of black teas (Luximon-Ramma et al., 2005; 
Luximon-Ramma et al., 2006). Dudonné, Vitrac, Coutière, Woillez, and Mérillon (2009) 
determined the radical scavenging capacity of 30 aqueous plant extracts and some of 
their results by ORAC assay were close to those shown in Table 2. 
 
The DPPH IC50 value found in this study (Table 2) was lower than several 
other aqueous extracts of berries (5-30 g L-1) (Gorinstein et al., 2013) and several 
medicinal plant extracts (Krishnaiah, Sarbatly, & Nithyanandam, 2011). A lower IC50 
value is directly linked to high anti-radical capacity, observed in JPT. In addition, the 
antioxidant capacity of JPT measured by DPPH assay (Table 2) was similar to that 
reported for different commercial brands of white, green, and black teas. Whereas the 
Camellia sinensis infusions (white, green, and black tea) are the most studied and 
marketed until today, with health benefits that have been scientifically attributed to anti-
radical action (Socha et al., 2013). 
Berries are known to be rich in anthocyanins, compounds responsible for 
the red-purple colors observed in foods that belong to the flavonoids family. The 
glycosylated form of these flavonoids is more prevalent in nature, and glycosylation 
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can influence certain types of biological benefits, such as antioxidant and anti-
inflammatory action (Chen et al., 2014; Prior & Wu, 2006; J. Xiao, 2015). Lima, Correa, 
Saczk, Martins, and Castilho (2011) have shown that jaboticaba peel concentrates the 
largest amount of anthocyanins in the fruit and our results showed that even infusion 
was able to extract anthocyanins from jaboticaba peel (1.73 ± 0.03 mg of cyanidin-3-
glucoside g-1 dry weight) by colorimetric method (Table 2). In addition, yellow flavonoid 
levels were in accordance with the results shown by another study with this fruit (Rufino 
et al., 2010) and higher than other fruit byproducts (da Silva et al., 2015) (Table 2). The 
higher flavonoid content might contribute to the antioxidant activity of JP. Other 
bioactive compounds with antioxidant properties are tannins, which are presents in 
berries and nuts (Alezandro, Granato, & Genovese, 2013). Condensed tannins in JPT 
was similar to results in peanut skin (de Camargo et al., 2012). 
Delphinidin-3-O-glucoside and cyanidin-3-O-glucoside were identified in 
JPT and the results were confirmed by mass spectrometry (LC-DAD-ESI/MS) (Figure 
1). Similar findings have been reported in the literature (Inada et al., 2015); however, 
other authors have found higher amounts of these anthocyanins in JP (Leite et al., 
2011), probably due to distinct methods of extraction, plant species the conditions of 
growing and harvest of the crop, since that factors could influence the polyphenolic 
profile and consequently the antioxidant capacity found in berries. 
Figure 1 - Chromatogram of anthocyanins at 512 nm (a): 1) delphinidin-3-O-glucoside 
(tr =15.7 min, [M+H]+ = 465 m/z, MS/MS= 303 m/z, λ max= 253-520 nm); 2) cyanidin-
3-O-glucoside (tr =17.2 min, [M+H]+ = 449 m/z, MS/MS= 287 m/z, λ max= 280-514 nm); 
and ellagic acid at 270 nm (b) (tr = 39 min, [M+H]+ = 301 m/z, MS/MS= 257/229 m/z, λ 
max= 253-367 nm). Anthocyanins: 261.5±7.6 mgcyanidin-3-O-glucoside mL-1 or 
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10459.1 ± 303.96 mg cyanidin-3-O-glucoside g-1 and ellagic acid:39.9 ±8.9 mg ellagic 
acid mL-1 or 1595.9 ± 355.9 mg ellagic acid g-1 (c). 
In agreement with previous results, delphinidin-3-O-glucoside and cyanidin-
3-O-glucoside are the major anthocyanins quantified in jaboticaba fruit (Inada et al., 
2015; Leite et al., 2011). Cyanidin-3-O-galactoside was not found in jaboticaba peel, 
also determined in a previous study (Leite et al., 2011). 
In earlier study, Abe et al. (2012) found ellagic acid in 20 botanical families, 
and jaboticaba fruit was considered a promising source of ellagic acid derivatives in 
the diet. We also have investigated ellagic acid concentrations in JPT (Figure 1). 
However, this finding could be underestimated, since ellagic acid is mainly found as 
polymeric ellagitannins in nature, requiring basic or acid hydrolysis for their 
quantification (Abe et al., 2012). 
The HPLC-DAD-FLD was carried out analysis in hydrolyzed JPT (Table 3). 
Cyanidin-3-O-galactoside and delphinidin-3-O-glucoside were shown as major 
phenolic compounds, despite the fact  that they were less concentrated in the 
hydrolyzed JPT extract. The release of aglycone after acid hydrolysis can explain this 
finding, even that anthocyanidins quantification was not performed. Significative level 
of gallic acid was also determined, since this compound can be, as well as ellagic acid, 
part of tannins structure.  
Most of polyphenols in plants occurs in the conjugate form and acid 
hydrolysis could release their monomers, but some phenolic compounds can be 
degraded by factors such as high temperature (Goldman, Kader, & Heintz, 1999). Our 
findings suggest that the temperature used for the hydrolysis did not cause damage to 
phenolic compounds, since there was not any loss. The total phenolics were higher in 
hydrolyzed JPT (49.5 ± 1.25 mg GAE g-1) than in the crude extract (23.73 ± 1.65 mg 
GAE g-1). In the other hand, DPPH-IC50 did not show difference between the extracts 
(3.14 and 3.54 g L-1, respectively); and the DPPH-trolox equivalent was lower in 
hydrolyzed JPT (223.3 ± 16.6 and 353.6 ± 14.85 mmol g-1, hydrolyzed and crude, 
respectively). Therefore, hydrolysis can release the monomerics/aglycones 
compounds, becoming them more accessible to total phenolics assay. However, 
hydrolysis did not affect the antioxidant capacity of extract, indicating that the complex 
form of polyphenols has an antioxidant action as well as monomerics in JPT. Batista 
et al. (2014) has showed similar findings, since there was no difference in antioxidant 
capacity between hydrolyzed and non-hydrolyzed extracts of jaboticaba peel. The BHT 
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used in the acid hydrolysis could also reduce Folin-Ciocalteau reagent and 
overestimate the total phenolic result, although it demonstrated minimum effects 
(Batista et al., 2017).  
Table 3 – Polyphenols of aqueous extract of jaboticaba peel by HPLC-DAD/FLD 
Polyphenols 
    RT (min) mg L-1 
Phenolic acid 
1 p-Coumaric acid 37.29 ± 0.043 0.15 ± 0.01 
2 Benzoic acid 26.51 ± 0.019 0.15 ± 0.03 
3 Gallic acid 11.40 ± 0.008 4.34 ± 0.11 
Flavanols and Procyanidins 
4 (−)-Epicatechin gallate 42.94 ± 0.005 0.08 ± 0.00 
5 (+)-Catechin 24.20 ± 0.009 0.13 ± 0.01 
6 (−)-Epicatechin 29.41 ± 0.035 0.06 ± 0.00 
7 Procyanidin A2 43.80 ± 0.012 0.12 ± 0.05 
Flavonols 
8 Isorhamnetin-3-O-glucoside 46.57 ± 0.004 0.10 ± 0.00 
9 Kaempferol-3-O-glucoside 46.05 ± 0.005 0.62 ± 0.04 
10 Quercetin 51.05 ± 0.015 0.09 ± 0.02 
11 Myricetin 48.01 ± 0.004 0.06 ± 0.00 
12 Rutin 43.19 ± 0.004 3.36 ± 0.10 
Anthocyanins 
13 Delphinidin-3-O-glucoside 25.11 ± 0.015 0.465 ± 0.02 
14 Cyanidin-3-O-glucoside 28.22 ± 0.023 8.96 ± 0.60 
  Total   18.83 
* Data expressed in mean ± standard deviation  
 
The color measurement can be linked to certain levels of bioactive 
compounds, in which degradation or transformation of such pigments can indicate 
compound alterations (Zhang et al., 2008). In order to verify the stability of the aqueous 
extract (JPT) and to provide a direction for future studies, we have evaluated the color 
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of the extract within 72 h under two different conditions of storage: RT (room 
temperature 22e23 °C) and RF (4-10 °C). 
 
 
Figure 2 - JPT color difference (ΔE) (a) and percentage of the control (analyses in day 
0) of TP = total phenolics, AT =monomeric anthocyanins and FRAP (b); after storage 
of 24 h, 48 h, and 72 h in room temperature (25 °C) or refrigerated (4-10 °C). Results 
are expressed as mean ± SD (n = 3). *P < 0.05, **P < 0.005 and ***P < 0.001 according 
Student’s t-test. 
 
There were lower color changes under refrigerated conditions over the 
storage period 24 to 72 h (Figure 2). Temperature could be a factor in polyphenol 
degradation, since the ∆E  - indicative of color difference compared to control (Day 0)) 
was 1.7, 2.4, and 1.3 times higher in RT than in RF conditions after 24 h, 48 h, and 72 
h storage, respectively. The lowest difference was observed after 72 h after storage, 
but after 24 h the difference was already 70% higher in RT. FRAP assays has also 
showed greater reduction in antioxidant capacity in RT after 24 h and 72 h (Fig. 2a). 
Total phenolics quantificationwas not affected by storage conditions (Fig. 2a). 
However, monomeric anthocyanins level (major pigments in JPT) was lower in RT than 
in RF after 48 and 72 h of storage (Fig. 2a). Therefore, we recommend that fresh 
extract should be used quickly within 24 h or kept refrigerated for up to 72 h. 
 
4. Conclusion 
 Jaboticaba peel is already recognized as a source of bioactive compounds, in 
particular anthocyanins. Our findings indicate innovatively that functional substances 
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can be extracted by aqueous infusion (tea), with high anti-radical capacity. Storage of 
the JPT at refrigerated conditions (4-10 °C) for up to 72 h did not promote major 
alterations. Therefore, the consumption of jaboticaba peel tea beverage could be 
considered an effective and simple way to take advantage of the antioxidants found in 
the byproduct of this fruit. 
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ABSTRACT 
 
This work investigated the efficacy to obtain bioactive compounds from jaboticaba 
(Myrciaria jaboticaba) peel by aqueous extraction and evaluate the antioxidant activity 
and the effect over gut microbiota in vitro and in vivo. The total polyphenols and 
anthocyanins (colorimetric and HPLC-DAD assays), and antioxidant capacity (ORAC, 
FRAP and DPPH tests) were assessed on an aqueous extract of jaboticaba peel 
(JPAE) (50 g L-1). Furthermore, healthy Wistar rats received JPAE for 15 or 49. Total 
polyphenols, anthocyanins and antioxidant data were comparable or greater than 
those previously reported on other plant extracts. Cyanidin-3-O-glucoside, delphinidin-
3-O-glucoside, gallic acid, rutin, myricetin and quercetin, were identified as the main 
polyphenols in JPAE. JPAE was well accepted in vivo and the rats body weights were 
not affected. Lipid peroxidation in the serum and colon was similar among the groups. 
However, JPAE increased the activity of the antioxidant enzymes, serum-SOD and 
colon-CAT, although the opposite was observed for colon-SOD and serum-CAT (P < 
0.05). JPAE (15 and 49 days) also altered the gut microbiota because Lactobacillus, 
Bifidobacterium and Enterobacteriaceae counts were increased (P < 0.05). Bacteria 
metabolites, such as the acetate concentration, were higher in the colon content of rats 
fed JPAE than the non-supplemented rats (P < 0.05). No hepatic toxicity was shown 
according to enzyme activities. JPAE supplementation improved the antioxidant status 
and modulated gut microbiota in rats. These data suggest JPAE is a useful source of 
antioxidant compounds with the potential to improve systemic and gut health.  
 
Keywords: infusion; free radical; functional food; jaboticaba; Myrtaceae; short-chain 
fatty acids. 
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1. Introduction  
 
 Reactive oxygen (ROS) and nitrogen species are generated by exogenous 
factors as well as by normal metabolic processes, however, imbalance of the body 
antioxidant defense system and free radical formation causes oxidative stress [1]. An 
excess of free radicals can damage a range of biomolecules and promote diseases as 
well as aging [1]. 
 The search for natural antioxidants has increased over the last decades, due to 
their role in health quality improvement and disease prevention [2, 3]. Furthermore, the 
association between antioxidant-rich fruit and vegetable intake and health protection 
is well-established [1]. 
Dietary antioxidants, like vitamins A, C and E, carotenoids and phenolic 
compounds, can boost cellular defenses and help to prevent oxidative damage to 
cellular components. Phenolic compounds commonly occur as glycosides in nature 
and may contribute to the benefits associated with fruit and vegetable consumption [4]. 
They commonly share a diphenylpropane (C6C3C6) structure with varying degrees of 
hydroxylation, oxidation and substitution [4]. The anti-radical activity of such 
compounds is due to the inhibition of enzymes linked to ROS production, direct 
quenching of free radicals, chelation of transition metals or by rendering the ROS 
redox-inactive [5]. The mechanism behind the anti-radical activity of dietary 
antioxidants, in vitro evaluations, depends on the composition and conditions of the 
test system as the type of oxidizable substrate, mode of accelerating oxidation, 
methods to assess oxidation and how to quantify antioxidant activity [6]. In this sense, 
recent studies have been carried out using various assays to investigate the 
antioxidant role of plants [7].  
Additional properties of phenolic compounds include modulating the gut 
microbiota and its metabolites, such as short-chain fatty acids (SCFA). The gut 
microbiota plays a pivotal role in the biotransformation and bioavailability of nutrients. 
The resultant metabolites are able to themselves modulate the host microbiota and 
their activity contributes to the health of the individual [8].  
 One way to provide bioactive compounds to the body is to add vegetables and 
herbal infusions to diets [9]. Aqueous extracts have attracted particular attention 
because they can be consumed daily and are safe to ingest, in contrast to harmful, 
organic solvent-based extracts, and require no further separations [10]. A mixture of 
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bioactive compounds is present in plant-based extracts obtained by different solvents, 
extraction techniques and conditions [11]. Consequently, their complex biological 
activities require investigating by several approaches, such as bioassays [12], cell 
culture [13] and chromatography [14].  
 An earlier work showed that jaboticaba (Myrciaria jaboticaba) peel contains 
bioactive compounds and that the aqueous extract of the peel has antioxidant capacity 
[15]. Jaboticaba (M. jaboticaba) is a Brazilian native berry, which can be found in other 
tropical regions [16]. Its bioactive compounds, mainly phenolic compounds, have been 
the target of research papers that highlight their various physiological actions [16]. The 
aqueous infusion of jaboticaba peel, prepared like a tea, could be an alternative to 
enable the consumption of this fruit part while increasing the daily dietary antioxidant 
intake. Therefore, our aim was to investigate the impact of a bioactive aqueous extract 
of jaboticaba peel (JPAE) on the gut anti-radical defenses and microbiota of healthy 
rats.  
 
2. Material and methods 
2.1. Jaboticaba and aqueous extract preparation  
Ripe fruits from jaboticaba (M. jaboticaba) were hand-picked and kindly donated 
by a commercial jaboticaba farmer from Lagoa Branca, Sao Paulo, Brazil (21°53'17"N, 
47°2'59"W) in October 2013. The fruits were peeled and the peels were oven-dried in 
an air circulation oven at 40 °C (Marconi; Piracicaba, SP, Brazil) for 96 h. Dried peels 
were ground (Marconi MA 630/1; Piracicaba, SP, Brazil), sieved (20 mesh) and stored 
in the dark at -20 °C until further use. 
 Before the analysis and animal experiment, JPAE was prepared by immersing 
50 g of dried powder peel in 1000 mL of boiling water (90100 °C) that was then 
manually mixed three times (0, 15, and 35 min), after it was vacuum-filtered through 
filter paper and kept at refrigerated temperature (10 °C) in amber flask. The extraction 
was carried out in triplicate for each analysis. JPAE was prepared every 2 days for the 
in vivo experiment. 
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2.1.1. Spectrophotometric analyses of JPAE bioactive compounds and antioxidant 
capacity  
The bioactive compounds and antioxidant capacity of the JPAE were performed 
as previously described [15, 17]. Total phenolic content (TPC) was expressed as gallic 
acid equivalents (mg GAE mL-1) [18]. Total flavonoids were expressed as catechin 
equivalents (mg CE mL-1) [19]. Total monomeric anthocyanins were expressed as mg 
cyanidin 3-glucoside mL-1 [20]. Total carotenoids were assessed as described by Higby 
[21] and the results were expressed in mg g-1. The 2,2-diphenylpicrylhydrazyl (DPPH) 
assay results were expressed as IC50 and µmol Trolox equivalents (TE) mL-1 [3]. Ferric 
reducing antioxidant power (FRAP) was expressed as µmol TE mL-1 [22]. Hydrophilic 
oxygen radical absorbance capacity (ORAC) was expressed as µmol TE mL-1. Linear 
regression of the net area under the curve versus concentration was verified [23]. 
All samples and standards (Gallic acid, purity ≥98.0%, # 5995-86-8; Trolox, 
purity=97%, # 53188-07-1; Catequin, purity ≥96.0%, # 225937-10-0, all reagents from 
Sigma Aldrich); were tested in triplicate using 96-well microplates. Absorbance or 
fluorescent intensity was measured using a BioTek Synergy HT microplate reader 
(Winooski, USA) coupled to the Gen5TM (version 2.0) data software program.   
 
2.1.2. High-performance liquid chromatography-diode array detection (HPLC-DAD) 
analysis of JPAE 
Phenolic compounds from JPAE were identified and quantified by HPLC 
(Agilent 1100 Series; Englewood, CO, USA) equipped with manual injection, a 20 μL 
sample loop, ternary pump and diode array detector. The analysis was carried out as 
described in a previous work [24]. The extract was separated on a C18 column (150 × 
4.6 mm, 3 μm, Phenomenex, Gemini NX; Torrance, CA, USA) protected by a C18 
guard column (4.0 × 3.0 mm, Gemini NX) at 40C. The mobile phase consisted of a 25 
mmol L-1 potassium dihydrogen phosphate buffer prepared with ultrapure water (Elga 
Systems, Purelab Option Q; Woodridge, IL, USA) and pH adjusted to 2.05 using 
phosphoric acid (Fluka, Switzerland) as solvent A, methanol (HPLC grade, JT Baker; 
Phillipsburg, NJ, USA) as solvent B and acetonitrile (HPLC grade, JT Baker) as solvent 
C. The elution gradient used was as follows: 0 min 100% A; 18 min 87.5% A, 2.5% B, 
10.0% C; 30 min 83.5% A, 3.2% B, 13.3% C; 36 min 75.0% A, 5.0% B, 20.0% C; 48.5 
min 65.0% A, 8.3% B, 26.7% C; 50 min 65.0% A, 8.3% B, 26.7% C and 65 min 100% 
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A. JPAE was previously filtered through a 0.45 μm membrane before injection. The 
flow rate was 0.6 mL min-1. The injection volume was 20 μL. Data collection and 
analysis were carried out using EmporeTM 2 software (Milford, CT, USA). 
Phenolic compounds were identified by comparing their relative retention times 
(RT) and UV spectral data with those of identical standards at 520 nm (cyanidin 3-O-
glucoside, delphinidin 3-O-glucoside), 220 nm (gallic acid), and 360 nm (rutin, 
myricetin, quercetin). The standard of gallic acid was purchased from Chem Service 
(West Chester, PA, USA). Other standards were obtained from Extrasynthese (Genay, 
France). Standard purities were 98.8 % gallic acid, ≥ 96% cyanidin 3-O-glucoside; ) ≥ 
95% delphinidin 3-O-glucoside; ≥99% rutin, myricetin and quercetin. 
Information about the calibration curves, equations of the calibration curves, 
coefficients of determination, detection limits, quantification limits and assay 
repeatability through the coefficient of variation were described in a previous work [25]. 
 
2.2. In vivo experimental design  
 The in vivo experiment was approved by the local ethical committee on animal 
use (CEUA/UNICAMP #3199-1, Campinas, Brazil), and carried out in accordance with 
the guide for the care and use of experimental animals from the National Council for 
the Controlling on Animal Testing (Brazil). Male Wistar rats (21-days-old) were housed 
in individual cages under controlled temperature (22 ± 2 °C) and inverted light-dark 
cycle (12/12 h) conditions. The rats had free access to a commercial diet (Presence®, 
Evialis do Brasil Nutrição Animal; Ceará, Brazil) and water or JPAE.  
After acclimatization for 1 week, the rats were randomly assigned to one of 
three groups: control (CT), JPAE short-term (JS) and JPAE long-term (JL) (n=8). 
Group CT had free access to water throughout the experiment. Group JS had water 
for 5 weeks, followed by free access to JPAE for 2 weeks instead of water. Group JL 
received JPAE in place of water throughout the experimental period (7 weeks). The 
animals were anesthetized with intraperitoneal injection of ketamine chloride 
(Anasedan®) and xylazine chloride (Dopalen®) (Fortvale, Valinhos, SP, Brazil) (40 
and 5 mg kg-1, respectively) and euthanized by exsanguination through cardiac 
puncture. The serum was collected, centrifuged at 2,000 x g for 20 min, aliquoted and 
stored at -80 °C, alongside the colon tissue and colon fecal content.  
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 The JPAE concentration was determined through a pilot experiment, in which 
three different concentrations were tested (15, 25 and 50 g L-1). The best response in 
antioxidant defense was observed with the 50 g L-1 treatment according to FRAP assay 
and lipid peroxidation test (TBARS), then JPAE had good acceptance by the rats (data 
not shown). 
 
2.2.1. Antioxidants and peroxidation analysis  
The protein concentration of tissue homogenates was determined by the 
Bradford method [26]. A colon homogenate was prepared (0.1 g mL-1) in phosphate-
buffer saline (PBS), pH 7.4 and the supernatant assayed for antioxidant enzyme 
activities, as previous described [27, 28, 29, 30]. Superoxide dismutase (SOD) activity 
was expressed in U mg-1 protein [27], and glutathione peroxidase (GPx) [28] and 
glutathione reductase (GR) activities [29] were expressed in nmol NADPH consumed 
min-1 mg-1 protein. Catalase (CAT) activity was determined according to Johansson 
and Borg [30] with some modifications as following described. The colon homogenate 
was prepared with 0.1 g mL-1 of 50 mM PB containing 1 mM EDTA, pH 7.0, then 
centrifuged (10,000 x g, 4 °C, 15 min) and the supernatant diluted in 25 mmol L-1 PB 
(pH 7.5, containing 1 mmol L-1 EDTA and 0.1% BSA) and added to a 96-well microplate 
containing 100 mM PB (pH 7.0) and methanol. After 20 min on a microplate shaker 
under dark conditions, H2O2 (10.58 mmol L-1) was rapidly added to each well followed 
by 7.8 mol L-1 KOH and 34.2 mmol L-1 purpald (4-amino-3-hydrazino-5-mercapto-1,2,4-
triazole) in 0.5 M hydrochloric acid and then allowed to react for 10 min with continuous 
shaking, in the dark. Finally, 65.3 mM potassium periodate in 0.5 NaOH was added to 
stop the reaction, and the absorbance was read at 540 nm. Formaldehyde solution 
was used as a standard. The results were expressed as nmol of formaldehyde 
formation min-1 mg-1 protein at 25 °C. The lipid peroxidation was evaluated by the 
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) test according to Ohkawa, Ohishi [31] 
as described in a previous work [12]. 
 
2.2.2. Toxicity  
 Hepatic function was evaluated by measuring the serum alkaline phosphatase 
(ALP), alanine aminotransferase (ALT) and aspartate transaminase (AST) levels, 
using commercial kits (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). 
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2.2.3. Microbiota and SCFA in colon content 
 The gut microbiota and SCFA analyses of the colon content were performed as 
detailed in an earlier study [32]. Briefly, serial dilutions of the cecum content were 
spread on agar plates appropriate for Lactobacillus, Bifidobacterium, 
Enterobacteriaceae and total aerobes (2 plates / animal/ group for each bacteria type). 
After 24 or 48 h the number of colonies counted was expressed as log 10 colony 
forming units (CFU) g-1 [32]. The cecum content was prepared and the SCFA (nmol 
butyric/ acetic/ propionic acid g-1 feces) present were quantified by gas 
chromatography [33].  
‘ 2.3. Statistical analyses 
 All analyses were carried out in triplicate and the data were expressed as the 
mean value ± standard deviation (SD). GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc.; 
La Jolla, CA, USA) was used for all statistical analyses. The significance of the data 
was determined using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s post 
hoc test (P < 0.05), except for the analysis of liquid and diet intake, and body weight, 
where two-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test was used (P < 0.05). 
 
3. Results and discussion 
This work confirmed the efficacy to obtain bioactive compounds from jaboticaba 
(M. jaboticaba) peel by aqueous extraction using in vitro tests, before evaluating the in 
vivo impact of the extract on the gut anti-radical defenses and microbiota in healthy 
rats. Some of the bioactive compounds present in JPAE determined by colorimetric 
assays are described in Table 1. The efficiency of aqueous extraction was not 
decreased by using jaboticaba peel powder at a higher concentration than that used 
previously [15] because the results (per g, Table 1) were similar to those found at a 
lower concentration (25 g L-1) [15]. Moreover, as expected, the results per milliliter of 
extract were superior in the 50 g L-1 JPAE [15]. The TPC and DPPH in JPAE were 
higher than what was found in an earlier study of the aqueous extracts of 20 different 
plants [7]. For instance, CELANT, BRAGA [34] found the TPC and yellow flavonoids 
were about 2.5- and 3-fold lower, respectively, in the aqueous extracts of blueberries 
than the corresponding values found in the current study. Although the total 
anthocyanin of the blueberry extract [34] was higher than in JPAE, this is probably due 
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to the different methods used in this analysis or because the whole fruit was used in 
that work [34]. The TPC in JPAE was also comparable to results from a study with four 
berry fruits [35]. Carotenoids contribute to the lipophilic antioxidant effect of the food 
matrix. JPAE has shown higher total carotenoids than mango peel powder [36]. The 
IC50 is inversely proportional to antioxidant potential. The JPAE findings were similar 
to what Ghasemi et al. [37] found in the peel of 13 citrus fruits. 
JPAE has shown higher anti-radical potential than the methanol extract of berry 
(Vaccinium uliginosum L.) peels from 16 distinct geographic regions according to the 
ORAC, FRAP and DPPH assays [38]. Therefore, extraction using water as a solvent 
by the infusion method is an effective and environmentally friendly technique to obtain 
an extract with high antioxidant capacity from M. jaboticaba peel. 
 
Table 1 – Bioactive compounds and antioxidant capacity in jaboticaba peel aqueous 
extract (JPAE) and jaboticaba peel powder. 
Parameters Per mL of JPAE 
Per g* of peel 
powder 
Total Polyphenols (mg GAE) 1.32 ± 0.09  25.8 ± 1.36  
Yellow Flavonoids (mg CE) 0.15 ± 0.002  3.03 ± 0.04 
Total monomeric anthocyanins 
(mg C3G) 
 0.075 ± 0.001   1.50 ± 0.04  
Total carotenoids (mg)  - 35.86 ± 5.13  
FRAP (µmol TE) 10842.4 ± 782.1  216.8 ± 15.65  
DPPH# (µmol TE) 10304.2± 1162.6  203.8 ± 13.9  
ORAC (µmol TE) 8062.6± 1341.3 161.3± 26.8 
GAE = gallic acid equivalent; CE= catechin equivalents;C3G= cyanindin 3-
glucoside equivalents; TE = Trolox equivalent. ORAC linearity test: concentration 
range = 0.25 – 6.75 g L-1, slope = 78.311, intercept =86.204, R2 = 0.9903. Results 
are expressed as mean ± standard deviation (n=3). *Extracted as JPAE. #IC50= 
2.76 g L-1. 
Recent interest in byproduct use is increasing due to the economic and social 
value of the complete use of products in the agri-food industry associated with the 
bioactives present in such products [39]. Moreover, authors have shown the peel has 
greater concentrations of antioxidants than other plant parts, which is attributed to its 
role in plants as a defense mechanism [40]. According to the phenolic compounds 
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identified and quantified by HPLC-DAD in JPAE (Table 2) the major compounds in the 
jaboticaba peel were two anthocyanins, namely cyanidin-3-O-glucoside and 
delphinidin-3-O-glucoside, in concurrence with a previous report [41]. However, other 
phenolic compounds were identified in significant concentrations, including gallic acid, 
rutin, myricetin and quercetin, which agrees with the findings of Inada, Oliveira [42]. 
These results confirm that JPAE is a good source of bioactive compounds with strong 
antioxidant capacities. 
  
Table 2 – Phenolic compounds by HPLC-DAD in jaboticaba aqueous extract (JPAE). 
Polyphenols 
    RT* (min) mg L-1 
Phenolic acid 
1 Gallic acid 11.40 ± 0.008 5.84 ± 0.43 
Flavonols 
2 Quercetin 51.05 ± 0.015 0.10 ± 0.00 
3 Myricetin 48.01 ± 0.004 0.10 ± 0.00 
4 Rutin 43.19 ± 0.004 1.40 ± 0.17 
Anthocyanins 
5 
Delphinidin-3-O-
glucoside 25.11 ± 0.015 2.29 ± 0.44 
6 Cyanidin-3-O-glucoside 
28.22 ± 0.023 52.53 ± 5.37 
Results are expressed as mean ± standard deviation (n=3). RT = retention time 
 
Natural extracts rich in bioactive compounds, such as anthocyanins, have been 
explored as dietary supplements or ingredients in the food industry and are promoted 
for their health claims [43]. The present experiment assessed the antioxidant 
properties of JPAE in vivo and found the extract was well accepted by the rats. When 
comparing the control and JS groups, the consumption of JPAE and water, 
respectively, was similar. Additionally, the JL group had a higher daily JPAE 
consumption than the JS animals (Fig. 1). Although the JS rats demonstrated a lower 
diet ingestion than the remaining groups (end-point), their body weight was not affected 
by the treatment, as shown in the growth curve (Fig. 1). The difference in the diet intake 
of JS occurred in the end-point and it was probably a short time to change the body 
weight. 
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Figure 1 - Consumption and body weight. (a) Liquid intake (mL animal-1 day-1), (b) diet 
intake (g day-1) and (c) body weight (g) over 9 experimental weeks. Groups: CT = 
control; JS = short-term intake of jaboticaba aqueous extract; JL = long-term intake of 
jaboticaba aqueous extract. Results are expressed as the mean ± standard deviation 
(n=58). Different letters indicate P ≤ 0.05 according to ANOVA and Bonferroni’s test 
 
 Antioxidant defense includes integrated systems of enzymatic and non-
enzymatic mechanisms [44]. Oxidative stress contributes to many health disorders by 
impairing a range of biomolecules. Hence, strengthening the physiological antioxidant 
protection by adding dietary antioxidants can aid to prevent the adverse effects of ROS 
[44]. The TBARS assay, which measures lipid peroxidation, an indication of oxidative 
stress, showed there was no difference in the serum or tissue peroxidation of the 
JPAE-treated groups compared to the control (Fig. 2). Although, healthy animals were 
used in this study, the stimulus to oxidative stress was probably within physiological 
limits and did not affect lipid peroxidation. Future investigations of JPAE antioxidant 
effects using stress stimuli would better predict the effect of JPAE on the lipid 
peroxidation status.  
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Figure 2 - Antioxidant status. TBARS, SOD, GR, GPx and CAT in serum (a, c, e, g, i) 
and colon (b, d, f, h, j). Groups: CT = control; JS = short-term intake of jaboticaba 
aqueous extract; JL = long-term intake of jaboticaba aqueous extract. Results are 
expressed as the mean ± standard deviation (n=58). * P ≤ 0.05; ** P ≤ 0.01 according 
to ANOVA and Tukey’s test 
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Antioxidant enzyme systems catalyze reactions to neutralize free radicals 
and reactive oxygen species. Glutathione system, important water-soluble antioxidant, 
it can directly neutralize ROS such as lipid peroxides, and plays a major role in 
xenobiotic metabolism. Superoxide dismutases (SODs) are a class of enzymes that 
catalyse the breakdown of the superoxide anion into oxygen and hydrogen peroxide, 
these enzymes are present in almost all aerobic cells and in extracellular fluids. 
Moreover, the catalases are enzymes that cause the conversion of hydrogen peroxide 
to water and oxygen [44, 45]. This endogen defense system can be overloaded and 
non-enzymatic antioxidants, such as dietary components, can enhance the 
endogenous antioxidant defense system by directly scavenging free radicals that 
modify the activity of enzymes, for example [45]. Both JPAE treatments increased 
serum SOD activity by about 75% (Fig. 2), whereas serum CAT activity was lowered 
by JL treatment but elevated in the colon of the same group by approximately 50% 
(Fig. 2). Neither the serum nor gut tissue activity of the other antioxidant enzymes 
measured (GR and GPx) was significantly different among the groups (Fig. 2). A 
complex and integrated network of antioxidant metabolites and enzymes act together 
to prevent oxidative damage in vivo. Furthermore, critics of the indiscriminate use of 
antioxidants have raised the question that oxidative species are important to 
physiologically essential signaling pathways and the role of the antioxidant enzymes is 
paradoxical [45]. Nonetheless, the findings presented in this study indicate that JPAE 
intake had a balanced impact on the activity of the antioxidant enzymes, considering 
the healthy (physiological) conditions of the model. 
The gut is a natural habitat for a large and dynamic bacterial community [46]. 
This microbiota has a role in the host physiology and pathology and its composition 
can be modulated by many factors, such as dietary components [46]. Even non-
nutritive compounds, like polyphenols, can interact with gut microbiota and avoid 
dysbiosis, a disequilibrium on the resident bacterial community [8]. Jaboticaba peel 
extract modulated the commensal gut microbiota as evident from the enterobacteria 
and bifidobacteria proliferation in both treatment protocols and the increase in 
Lactobacillus genus after short-term treatment. However, the total aerobic bacteria 
were not affected (Fig. 3). Among their diverse health benefits, Lactobacillus and 
Bifidobacterium spp. have been linked to an inhibitory action against harmful bacteria, 
probably due to acidification of the medium [46]. Lactobacillus spp. and Escherichia 
coli are among the few gut bacteria currently related to the metabolism of polyphenols 
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[8]. In vitro and in vivo studies by Tzounis, Vulevic [47] suggested that treatment with 
a purified flavonol enhanced the growth of E. coli, as observed in this study, but the 
Lactobacillus spp. was unaffected. Conversely, resveratrol promoted fecal 
Lactobacillus counts in a rat model [48].  
 
Figure 3 - Effect on the gut microbiota. (a) Microbiota count and (b) Short-chain fatty 
acids production. Groups: CT = control; JS = short-term intake of jaboticaba aqueous 
extract; JL = long-term intake of jaboticaba aqueous extract. Results are expressed as 
the mean ± standard deviation (n=58). * P ≤ 0.05; ** P ≤ 0.01; *** P ≤ 0.001 according 
to ANOVA and Tukey’s test. 
 
 The gut microbiota can modulate host energy and lipid metabolism in rats. In 
the present study, JPAE significantly increased acetate production in the colon content 
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of rats treated in long-term experiments, but not propionate, butyrate and total SCFA 
(Fig. 3). Literature has shown the potential of acetate to improve glucose tolerance and 
appetite control in vivo [49]. In this context, the potential of jaboticaba peel extract to 
ameliorate some consequences of diet-induced obesity is evidenced by increasing 
acetate production [50], may benefit from more in-depth studies.  
 The JPAE can be considered as safe to consume. The body weight and lipid 
peroxidation of the rats were not affected by the treatments. Furthermore, JPAE 
administration did not increase the ALT, AST and ALP activities, ALP activity was 
reduced by JAE treatments; therefore, is not toxic to the liver (Fig. 4). The liver plays a 
major role in metabolism in the body. Increased levels of the endogenous hepatic 
enzymes are indicative of damage and/or tissue overload [51]. These data suggest 
that JPAE is a suitable source of natural antioxidants and encourages further research 
with JPAE, particularly given the toxicity of herbal preparations (like teas) described in 
the literature [52]. 
 
 
Figure 4 - Hepatic toxicity. Serum enzyme (ALT, AST, ALP). Groups: CT = control; 
short-term intake of JS = jaboticaba aqueous extract; JL = long-term intake of 
jaboticaba aqueous extract. Results are expressed as the mean ± standard deviation 
(n=58). *** P ≤ 0.001 according to ANOVA and Tukey’s test. 
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4. Conclusion 
 Besides investigating new bioactive sources and the integral use of plant 
materials, it is worthwhile to consider their potential market applications. In the present 
work, we assumed that aqueous extraction, such as an ordinary tea, is a practical way 
to use the bioactive compounds of jaboticaba peel. In vitro and in vivo assays showed 
a favorable action on the serum and gut antioxidant status, as well as on the gut 
microbiota of rats without hepatic toxicity. The results showed significant early results 
under healthy conditions and can pave the way to preclinical studies with different 
diseases and other future clinical experiments. 
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Abstract 
Chronic mucosal inflammation and epithelial damage are characteristics of 
inflammatory bowel diseases (IBD), besides oxidative stress. Natural compounds 
could help to improve the course of this disease. We aimed to determine the effects of 
the aqueous extract of jaboticaba (Myrciaria jaboticaba) peel (EJP) in an induced-
colitis model. Wistar rats (28-day-old) were randomized into five groups: 1) HC – 
healthy control; 2) CC – colitis control; 3) DC – drug control; 4) SJ – short-term 
treatment; 5) LJ – long-term treatment. The SJ received EJP (50 g L-1) throughout the 
experiment and LJ started one week before colitis-induction. Colitis was induced by 
intracolonic instillation of 2,4,6-trinitrobenzenesulfonic acid in the 7th experimental 
week and the animals were euthanized one week later. The EJP intake prevented body 
weight loss, feces score and spleen enlargement. Gut microbiota was modulated 
through increased Lactobacillus and Bifidobacteria counts after EJP treatment, 
compared to illness controls (CC and DC group). Short-chain fat acids were also higher 
than DC group. Antioxidant action was greater than CC or DC controls in: Superoxide 
dismutase activity in SJ-colon, Glutathione reductase and Glutathione peroxidase 
activity in LJ-colon and CAT in SJ/LJ-colon. However, no difference in Thiobarbituric 
acid reactive substances assay was observed. Myeloperoxidase activity was 
decreased in LJ group, inducible nitric oxide synthase (iNOS) (LJ/SJ) and intercellular 
adhesion molecule 1 (ICAM-1) (SJ) expression was lower compared to CC-colon. IL-
10 was higher in LJ-serum than DC-serum. EJP treatments significantly decreased 
mucosal thickness and preserved the crypts compared to CC group according to 
measurement of the histological slides, although no alteration in histological score was 
observed. Therefore, the EJP showed beneficial effects under intestinal inflammation 
conditions such as microbiota modulation, improvement of the antioxidant defense, 
anti-inflammatory action; and could be prospectively used as an adjuvant in the IBD 
treatment.  
 
Keywords: antioxidant, jaboticaba, gut inflammation, microbiota, infusion.   
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1. Introduction  
Inflammatory bowel diseases (IBD) are debilitating, relapsing and a chronic 
pathology associated with disruption of intestinal epithelial barrier function and 
mucosal inflammation. Apoptosis of epithelial cells, increased amount of adhesion 
molecules, pro-inflammatory cytokines, cellular infiltrates and mucosal damage are 
characteristics of both major forms of IBD forms: the Crohn’s disease and ulcerative 
colitis (1). The etiology of IBD remains unclear, but interactions between genetic and 
environmental factors, gut intestinal microbiota, genetic and defective immune 
response have been mentioned (2). Oxidative stress, caused by the increase in pro-
oxidant molecules, can be involved in the induction and progression of ulcerative colitis 
(UC) (3). Currently, about 1 - 1.3 million people suffer from IBD only in the United 
States of America (4). In Brazil, the epidemiological data are scarce, a study showed 
prevalence of 22.6 cases of IBD each 100,000 inhabitants in Sao Paulo Midwest (5). 
Moreover, populations which had been previously considered 'low risk' are currently 
facing an upward incidence of the disease (4). In the last few years, biological therapies 
have brought improvements for controlling the disease relative to the conventional 
treatment efficacy, but serious side effects risk, high cost and sometime low 
effectiveness (6, 7) have attracted the interest for phytochemical-based therapies, as 
adjuvant in the treatment (2, 8). 
Anthocyanins and other (poly)phenols compounds are potent anti-
inflammatory and anti-oxidant bioactives compounds present in some fruits such as 
berries (9). Jaboticaba (Myrciaria jaboticaba) is a native Brazilian berry whose dark-
purple peel concentrates expressive amount of phenolic compounds. Our previous 
studies in in vitro and in vivo animal models have shown that jaboticaba’s peel presents 
antioxidant, antimutagenic and anti-inflammatory properties (10-13). However, no 
studies have investigated if the introduction of jaboticaba’s peel in the diet is beneficial 
to intestinal inflammation control. In this context, we hypothesize that the 
administration of aqueous extracts of jaboticaba peel obtained by infusion technique 
could be an easier way to  get use of the high source of phenolic substances (14) with 
impact on intestinal illness conditions (15). Tea is the most frequently consumed 
beverage worldwide besides water, linked to health benefits for the population (16), 
and it could be administrated even in illness conditions such as appetite-loss.  
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The purpose of the present study was investigate whether aqueous extract 
of jaboticaba peel could be an antioxidant and anti-inflammatory able to counteract the 
effects of experimental-induced colitis in rats. As far as we know this is the first study 
to investigate the use of jaboticaba peel aqueous extract as potential adjuvant to be 
used in the treatment of intestinal inflammation and its mechanisms over induced-
colitis in rats.  
2. Material and methods  
2.1 Aqueous extract of jaboticaba peel 
Jaboticaba peel powder (JPP) was obtained by oven-drying (40 °C, 96h, 
with air circulation) and milling (Marconi, model MA 630/1, Piracicaba, SP, Brazil). The 
JPP was then stored protected from light at -20 °C until further analyses. A rural 
producer from Casa Branca - SP, Brazil, kindly donated the freshly harvested fruits.  
To prepare the aqueous extract, JPP was immersed in hot water at 90-100 
°C (50 g L-1) and standing for 30 min at room temperature (22 ± 2 °C). The resulting 
suspension was filtered through a paper filter (18 mm) coupled to a vacuum system. 
This extract of jaboticaba peel (EJP) was used for biological experiments. In our 
previous study, EJP has demonstrated a strong antioxidant capacity and 15 
(poly)phenol compounds were identified and quantified in the same JPP aqueous 
extract, highlighting cyanidin-3-O-glucoside, delphinidin-3-O-glucoside, rutin and gallic 
acid (14). 
2.2 Study design  
Male Wistar rats (Rattus norvegicus, 21-day-old) were housed in individual 
cages under standardized conditions in an animal facility and had unrestricted access 
to commercial chow (Presence, Porto Alegre, RS, Brazil) and tap water/ EJP 
throughout the periods of acclimatization (only water) and experimentation. The 
experiments were approved by the Ethics Committee in the use of animals for 
experimentation (CEUA- UNICAMP #3199-1, Campinas, SP, Brazil) and followed the 
guidelines for the care and use of experimental animals from the Brazilian Society in 
Laboratory Animal Science (SBCAL).  
After one week of acclimatization (1th experimental week), the animals were 
randomized in five groups (n=6-8/group), as described in Table 1. Group 1 comprised 
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healthy animals; Group 2, untreated animals with colitis; Group 3 was treated with 
mesalazine (100 mg kg-1) from the 6th experimental week (15); Group 4 received EJP 
from the 6th experimental week; and Group 5 received from the 2th experimental week. 
The EJP and mesalazine solution were offered instead of water. Colits was induced by 
a single intracolonic injection of 0.2 mL 5% 2,4,6-trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS) 
in 50% ethanol at the 7th experimental week in groups 2, 3, 4, 5. Rats were fasted 12 
h with free access to tap water or EJP or mesalazine solution, and weighted before 
induction. Following instillation of the TNBS solution, animals were maintained in a 
head-down position for a few minutes to allow the acid to reach and react on the colon. 
At every two days EJP was freshly prepared, rats’ body weight was 
measured and food/ liquid intake was controlled by simple measurement.  
After colitis induction, feces were scored and assigned values described as 
follows: 1 = pale color, visible mucus, softness, and fecal material adherent to the 
perianal area; 2 = feces without normal texture or pellet shape (unformed); 3 = liquid 
stool and 4 = presence of visible blood. Total score was summed for each animal diary 
(17). 
The animals were euthanized by exsanguination via cardiac puncture after 
anesthetized with intraperitoneal injection of ketamine chloride (Anasedan®) and 
xylazine chloride (Dopalen®) (Fortvale, Valinhos, SP, Brazil) (40 and 5 mg kg-1, 
respectively). Serum was collected, centrifuged at 2,000 x g for 20 min, aliquoted and 
stored at -80 °C. Colon tissue and cecum fecal content were also stored at -80 °C. 
Table 1 – Design of experimental groups  
Number Identification Description 
1 HC Healthy Control – no intervention during experiment.  
2 CC Colitis Control – induced-colitis without treatment.  
3 DC Drug Control - induced-colitis treated with 
mesalazine (100 mg kg-1) (18) *. 
4 SJ Short-term treatment - induced-colitis treated with 
EJP during 15 days *. 
5   LJ Long-term treatment - induced-colitis treated with 
EJP during all experimental period.  
* It started from 6th experimental week 
 
Macroscopic evaluation – Ulceration index – Colon was removed and kept of ice, 
cleaned with 0.9% saline solution, weighed (mg), measured (cm), longitudinally 
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opened and ulcer measurement (cm). The macroscopic damage score was calculated 
according to the following parameters: (0) no damage, (1) focal hyperemia, (2) 
ulceration without hyperemia or bowel wall thickening, (3) ulceration with inflammation 
at 1 site, (4) ≥2 sites of ulceration and inflammation, (5) large sites of inflammation >1 
cm along colon length, (6–10) sites of inflammation >2 cm along colon length (19). 
Spleen was weighed and the result normalized by animal body weight.  
2.2.1 Cecum content analyses  
Microbiota analysis - Cecum content (n= 6 / group) was quickly removed and 
homogenized in peptone water (100 mg mL-1); after serial dilutions, the appropriated 
dilution (10-5) was spread in MRS agar medium (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) 
for Lactobacillus and MRS agar supplemented with dicloxacillin and L-cysteine for 
Bifidobacterium. Plates were incubated under anaerobic conditions at 37 °C for 24 h 
(Lactobacillus) and 48 h (Bifidobacterium). Enterobacteria and total aerobic bacteria 
were cultured in specific Petrifilm plate (3M®, São Paulo, SP, Brazil) with incubation 
at 37 °C for 24 h (Enterobacteriaceae) and 48 h (Total Aerobics). The colonies formed 
units (CFU) per grams of cecum content were calculated and results expressed as log-
10 values of the CFU g−1 (20). 
Short-chain fatty acids (SCFA) – Cecum content (200 mg) was homogenized with 
water and acidified with 0.5 M HCl solution to pH 2 (n= 6 / group). After centrifugation 
(10000 x g, 20 min), the supernatant was separated. A mix of standards (butyric acid 
– #107-92-6, purity ≥ 99.5%; acetic acid – #64-19-7, purity ≥ 99.8%; and propionic acid 
– #79-09-4, purity ≥ 99.5%  from Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) was used to build 
the calibration curve. The content of SCFA was analyzed by Agilent 6890N gas 
chromatography according to Zhao, Nyman (21) coupled with a flame ionization 
detector (FID) and autosampler N10149 (Agilent, Santa Clara, CA, USA), and a 30 m 
× 0.25 mm i.d. × 0.25 um NukolTM capillary column (Supelco, Bellefonte, PA, USA).  
Chromatographic conditions were set out as following: 200 °C in the injector and 240 
°C in the detector, splitless mode, injection volume of 1 uL; hydrogen gas carrier, with 
flow rate of 1 mL min−1; initial temperature at 100 °C (0.5 min), increasing 8 °C min−1 
until 180 °C held for 1 min, and then increasing at a rate of 20 °C min−1 until 200 °C for 
1 min. Results were expressed as nmol butyric/ acetic/ propionic acid g-1 feces. 
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Histological assessment – Colon tissues samples were fixed in 10% formalin and 
routinely processed for paraffin embedding (Paraplast®, Sigma Aldrich), and 
sectioning (5 µm thick) from mounting in histological slides (n= 6-8 / group, 1 section / 
animal). After dewaxing, the slides were processed for staining with hematoxylin-eosin 
(H&E). The histological analysis was done from photomicrographs taken in an Eclipse 
80i microscope (Nikon, Melville, NY, USA) using a camera system. The blind 
evaluation of tissue damage was ranged by a pathologist, following the criteria 
described by Chinen, Komai (22), which considers for assessment of colitis severity 
the loss of goblet cells, presence of crypt abscesses, hyperemia, increased cellularity, 
epithelial erosion and elongation of mucosa (Table 2). Thickening of colon tissue was 
evaluated through measures of mucosa plus submucosa and mucosa muscular (15 
different fields per slide in each animal, 90 – 120 fields per group) using the ImageJ 
1.38 software (US National Institutes of Health), results were expressed as mm.  
Table 2 - Histological scoring system for chronic colitis  
Histological changes 
 
Score 
0 1 2 3 
Loss of goblet cells None Mild/focal Numerous and 
diffuse 
Numerous and 
diffuse 
Crypt abscesses None Few (1 in several 
sections) 
A few (1-4 per 
section) 
Many (≥5 per 
section) 
Hyperaemia in the 
mucosa 
None/not 
evident 
Mild Diffuse Diffuse 
Cellular infiltration in the 
lamina propria 
None A few Moderate/focal Numerous and 
diffuse 
Elongation of colonic 
mucosa 
Normal 
(≤100%) 
Mild (101–150%) Evident (≥150%) Evident (≥150%) 
Epithelial erosion 
 
None 
 
Mild/focal 
 
Evident/diffuse 
 
Evident/diffuse 
* Adapted from Chinen, Komai (22) 
2.2.2 Oxidant status in the colon tissue and serum 
Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) – Colon was cut in small pieces 
and frozen in liquid nitrogen to avoid peroxidation (n = 6-8 / group). According to 
Ohkawa, Ohishi (23) method, 8.1% sodium dodecyl sulfate (SDS) and working reagent 
(2-thiobarbituric acid – TBA, 5% acetic acid and 20% sodium hydroxide) were mixed 
to frozen colon samples (~25 mg) or serum, heating at 95 °C for 60 min; then, samples 
were cooled in ice bath for 10 min and centrifuged at 10000 x g by 10 min. The 
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supernatant absorbance was read at 532 nm. Standard curve was obtained using 
malondialdehyde standard (MDA). Results were expressed as nmol MDA mg-1 tissue 
or mL-1. 
Antioxidant enzymes activity - Colon homogenate in phosphate-buffer saline (PBS), 
pH 7.4 was prepared and the supernatant was used to perform antioxidant enzymes 
activity assays after protein concentration measurement (24).  
The following antioxidant enzymes were carried out as described in detail 
on previous study (25): Superoxide dismutase activity (SOD) (26), Glutathione 
peroxidase activity (GPx) (27) and Glutathione reductase activity (GR) (28).  
Catalase assay (CAT) was also carried out according to Johansson and 
Borg (29) with minor adaptations. As briefly described, colon homogenate was 
prepared with 50mM PB buffer (pH 7.0; containing 1mM EDTA) (0.1g mL-1), 
centrifuged (10000 x g, 15 min, 4 °C).  Supernatant colon or serum were diluted in 25 
mmol L-1 PB (pH 7.5, containing 1 mmol L-1 EDTA and 0.1% BSA), added to 96-well 
microplate containing 100 mM PB (pH 7.0) and methanol (Sigma Aldrich), and stayed 
by 20 min in microplate shaker protected from light. Then, H2O2 (10.58 mmol L-1) was 
quickly added and 7.8 mol L-1 KOH / 34.2 mmol L-1 Purpald (4-amino-3-hydrazino-5-
mercapto-1,2,4-triazole) in 0.5M HCl were added and allowed to react for 10 min in 
same conditions. Finally, 65.3 mM potassium periodate in 0.5 sodium hydroxide was 
added to stop the reaction, and the absorbance was read at 540 nm. Formaldehyde 
solution was used as standard and results expressed as nmol of formaldehyde 
formation min-1 mg-1 protein or mL-1 at 25 °C. All analyses were carried out with 6-8 
animals / group. 
2.2.3 Inflammation status 
Evaluation of neutrophil accumulation by myeloperoxidase activity (MPO) – 
Colon homogenates from all experimental groups (n = 6-8 / group) were prepared with 
phosphate buffered saline (PBS) and hexadecyltrimethylammonium bromide (HTAB) 
from Sigma-Aldrich, centrifuged (10000 x g, 15 min, 4 °C) and supernatant was used 
to evaluate the MPO activity according to Krawisz, Sharon (30) with modifications. 
Samples were mixed with the reaction cocktail (phosphate buffer pH 6.8, H2O2 and o-
dianisidine dihydrochloride) and the absorbance was measured at 460 nm for 10 min. 
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Results were expressed as MPO units mg− 1 of protein, where 1 unit of MPO activity 
was defined as that degrading 1 µmol hydrogen peroxide min−1 at 25 °C.  
 
Western blotting 
 Western blotting analysis was performed for the evaluation of protein 
expressions of inducible nitric oxide synthase (iNOS) and intercellular adhesion 
molecule 1 (ICAM-1) to assess the result of the treatment with EJP. Briefly, frozen 
colon segments (n = 3-5 / group) were lysed in cell lysis buffer (10 mM EDTA, 2 mM 
phenylmethane sulfonyl-fluoride, 100 mM NaF, 10 mM sodium pyrophosphate, 10 mM 
NaVO4, 10 μg of aprotinin mL-1, and 100 mM Tris, pH 7.4). Protein extracts were 
separated by 12% sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) and transferred onto polyvinylidene difluoride membranes (Millipore 
Corporation, MA, USA). After blockade with 3% bovine serum albumin for 30 min, 
membranes were incubated overnight with primary antibodies against iNOS (1:500), 
ICAM-1 (1:250) both from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA) and β-
actin (1:1000) from Sigma-Aldrich at 4 °C as an endogenous control, then membranes 
were washed and incubated for 2 h with secondary antibody anti-mouse (1 : 1,000) for 
ICAM-1 and β-actin or anti-rabbit (1:2,000) for iNOS from Sigma-Aldrich. 
Chemiluminescence reagent was added for visualizing protein bands (Millipore 
Corporation, MA, USA).  For quantification, the pixels’ density of each band was 
determined using the Image J 1.38 software (US National Institutes of Health). The 
endogenous control was used to normalize the results.  
ELISA assay (IL-1β, IL-6, IL-10, TNF-α and MCP-1) 
  To further investigate whether EJP produces anti-inflammatory effect, a 
multiplex ELISA kit was used to evaluate the levels of IL-1β, IL-6, IL-10,TNF-α, and 
MCP-1 in animals with induced colitis. The assay was performed according to the 
manufacturer’s instructions (Millipore, Bellirica, MA, USA) (n = 6-8 / group) in serum 
and colon homogenate. 
2.3 Statistical analyses  
 Data from analyses in triplicate were expressed as the mean value ± standard 
error of means (SEM). GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, 
83 
 
USA) was used to statistical analyses. The significance of the data was determined 
using one-way ANOVA followed Tukey post hoc test at P < 0.05, except to analysis of 
body weight vs experimental period where was used  two-way ANOVA followed 
Bonferroni post hoc test at P < 0.05. 
3. Results  
Effect of EJP on TNBS-induced colitis feces score, ulceration index and colon length  
All groups showed decline in body weight a day after disease induction and 
this result was related to fasting condition time (12h). However, body weight loss was 
similar among illness groups, SJ and LJ showed a trend to lower weight loss, 
especially, SJ was statistically equal to HC on the 3th, 5th and 8th days after the colitis 
induction (Figure 1a). The EJP treated groups (SJ and LJ) showed lower feces score 
than the CC and DC groups one and three days after induction, respectively. However, 
there was no difference for feces score among the groups on the day 6, except for LJ 
treatment, which showed higher index than DC (Figure 1b). Therefore, EJP 
administered one week before colitis induction protected from body weight loss in SJ 
group, and long-term treatment showed better protection to the colon tissue. On the 
other hand, ulceration index was similar among colitis groups, independent of the 
treatment, as well as the ratio of colon weight/length (Figure 1 c-d). Nevertheless, 
spleen weight was lower in both treated groups, SJ and LJ (Figure 1e), but no 
differences were found for liver and kidneys (data not shown). The findings regarding 
the spleen suggest EJP administration relieves the inflammation, regardless of 
treatment duration.  
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Figure 1 – Effect of EJP in the feces score, ulceration index and colon length. a) body 
weight (g); b) feces score; c) ulceration index; d) colon weight/ length ratio (g cm-1); e) 
spleen weight (g g-1). HC = healthy control; CC = colitis control; DC = drug control; ST 
= short-term treatment and LT = long-term treatment. Results are expressed as the 
mean ± error standard (n=6-8). Different letters in figures (a) and (b) indicate P ≤ 0.05 
according to ANOVA and Bonferroni test. * Indicates significant difference from HC 
group by ANOVA and Tukey’s test (1 code= P< 0.05; 2 codes= P< 0.01; and 3= P< 
0.001). 
 
EJP modulates microbiota and short-chain fatty acids (SCFA) production in cecum 
content.  
EJP intake has stimulated the Bifidobacteria and Lactobacillus growth in 
both treatment protocols (Figure 2a). Short-term and long-term treatments (SJ and LJ) 
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have also kept the Enterobacteria population similar to healthy animals (HC): The 
counts of Enterobacteria were significantly increased when compare to drug-treated 
group (DC), and counts for SJ was higher than in colitis control (CC). Only SJ treatment 
was able to increase the total aerobics growth to the similar level to HC. 
SCFA production by microbiota metabolism was overall reduced by 
treatment with mesalazine (DC). The SJ group had greater butyric acid and total SCFA 
levels in comparison to DC. In addition, LJ treatment showed same effect in acetic acid 
and total SCFA. There was no difference for propionic acid among the groups. 
Aforementioned results are shown in Figure 2b.  
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Figure 2 – a) Microbiota count (CFU log 10 g-1 feces); b) SCFA (nmol mg-1 feces). HC 
= healthy control; CC = colitis control; DC = drug control; SJ = short-term treatment 
and LJ = long-term treatment. Results are expressed as the mean ± error standard 
(n=6-8). * Indicates significant difference from HC group, # from CC group and Φ from 
DC by ANOVA and Tukey’s test (1 code= P< 0.05; 2 codes= P< 0.01; and 3= P< 
0.001). 
 
Impact of EJP on the oxidant status of serum and colon 
TBARS assay is an indicative of lipid peroxidation probably caused by 
oxidative stress (23). DC group showed higher lipid peroxidation in serum compared 
to HC and CC, and not the same was observed in the SJ and LJ group. Groups treated 
with EJP showed no statistical difference lipid peroxidation when compared to control 
groups (HC and CC) in the serum. The TBARS values in the LJ -group was similar to 
HC and CC in colon (Figure 3). 
Antioxidant enzyme activities showed the organism effort to control 
oxidative balance (31). Our results pointed out to distinct impact of treatment with EJP 
on SOD, GR, GPx and CAT. Longer treatment showed higher SOD activity in the 
serum than DC group only; however, there was no alteration in the colon of LJ vs DC. 
Colitis has caused overall decreasing of GR and GPx activities in serum. Short-term 
protocol stimulated those enzyme activities in colon, being significantly different from 
CC (GR and GPx) and from DC (GR). Treatments with EJP has also increased CAT 
activity compared to DC on serum. The SJ and LJ treatments showed higher CAT 
activity than CC in the colon; however, they were lower than CC in the serum. All results 
are illustrated in the Figure 3.  
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Figure 3 – Impact on the oxidant status of serum and colon. TBARS (µmol MDA), SOD 
(U), GR (nmol NADPH consumed min-1), GPx (nmol NADPH consumed min-1) and 
CAT (nmol min-1) in serum (a, c, e, g, i) and colon (b, d, f, h, j). Results mL-1 in serum 
and mg-1 protein in colon). HC = healthy control; CC = colitis control; DC = drug control; 
SJ = short-term treatment and LJ = long-term treatment. Results are expressed as the 
mean ± error standard (n=6-8). * Indicates significant difference from HC group, # from 
CC group, Φ from DC and Ψ from SJ by ANOVA and Tukey’s test (1 code= P< 0.05; 
2 codes= P< 0.01; and 3= P< 0.001). 
 
EJP treatments ameliorate inflammation markers 
MPO is an indicative of neutrophil activity and related to inflammation (1). 
Rats that received EJP for the whole experimental period (LJ) showed lower MPO 
concentration than untreated group (CC) (Figure 4). ELISA analysis of the colon has 
pointed SJ treatment decreased IL-6 level to the same level than healthy group (HC). 
In addition, colonic TNF-α in LJ showed a trend to reduce its levels when compared to 
CC; and it was lower than DC group and similar to HC group. No other significantly 
results regarding IL-1β, IL-10 and MCP-1 were found (Figure 4). Concerning serum 
results, the long-term treatment increased the anti-inflammatory interleukin IL-10 when 
related to the drug control group. Other marker levels, IL-1β, MCP-1 and TNF-α were 
similar among the groups (Figure 4). However, Western-blotting results confirmed the 
anti-inflammatory action of EJP in the colon, since the LJ and SJ groups demonstrated 
lower iNOS expression than CC group, as well as SJ showed also lower ICAM 
expression (Figure 5). 
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Figure 4 – a) MPO activity (U) mg-1 protein in the colon. b) IL-1β; c) IL-6; d) IL-10; e) 
MCP-1 and f) TNF-α pg mg-1 protein in the colon; g) IL-1β; h) IL-10; i) MCP-1 and j) 
TNF-α pg mL-1 in the serum. HC = healthy control; CC = colitis control; DC = drug 
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control; SJ = short-term treatment and LJ = long-term treatment. Results are expressed 
as the mean ± error standard (n=3-5). * Indicates significant difference from HC group, 
# from CC group, Φ from DC and Ψ from SJ by ANOVA and Tukey’s test (1 code= P< 
0.05; 2 codes= P< 0.01; and 3= P< 0.001). 
 
Figure 5 – Western blotting. a) ICAM and b) iNOS (fold change).  HC = healthy control; 
CC = colitis control; DC = drug control; SJ = short-term treatment and LJ = long-term 
treatment. Results are expressed as the mean ± error standard (n=3-5* Indicates 
significant difference from HC group, # from CC group, Φ from DC and Ψ from SJ by 
ANOVA and Tukey’s test (1 code= P< 0.05; 2 codes= P< 0.01; and 3= P< 0.001). 
EJP treatments prevent crypts loss and thickness of submucosa and muscularis 
mucosa on the colon  
Intestinal inflammation impairs barrier function of gut mucosa causing 
erosions, ulcerations, disruption of crypts and tight junctions (32). Rat treated for long 
or short-term with EJP showed shorter submucosa/muscularis mucosa thickness and 
higher crypt preservation compared to CC and DC groups (Figure 6) according to 
metric analysis of captured images. However, treatments did not affect histological 
scores according to adopted criteria (22). 
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Figure 6 – Histological analyses. i) submucosa/ muscularis mucosa thickness (µm); ii) 
crypt depth (µm). Histological images from HC (a-b), CC (c-d), DC (e-f), SJ (g-h), LJ (i-
j) in 100 microns scale (a, c, e, g, i) and 50 microns scale (b, d, f, h, j). HC = healthy 
control; CC = colitis control; DC = drug control; SJ = short-term treatment and LJ = 
long-term treatment. Results are expressed as the mean ± error standard (6-8). * 
Indicates significant difference from HC group, # from CC group, Φ from DC and Ψ 
from SJ by ANOVA and Tukey’s test (1 code= P< 0.05; 2 codes= P< 0.01; and 3= P< 
0.001). 
4. Discussion 
Nowadays, functional foods and isolated phytochemicals have been 
extensively explored in IBD management, and in this study we highlight anthocyanin-
rich berries for this purpose (9). A study showed considerable remission of symptoms 
in UC patients after daily six week-treatment with anthocyanidin extract (33). Other 
phenolic compounds, as quercetin, have partially inhibited acute colitis in an animal 
model of IBD (34). The present study has also shown ameliorated colitis symptoms as 
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body weight loss and feces score, and additionally other improvement the spleen 
weight in the EJP-treated rats was no distinct to healthy control.  
Non-pathogenic intestinal microbiota is related to beneficial functions to 
host, among them: control of intestinal epithelial cell proliferation and differentiation, 
and creation of a protective barrier against pathogens (35); playing then a protective 
role in gut inflammation and disease progression (9). (Poly)phenols can modulate the 
microbiota and, consequently, the SCFA formation (36). Dried apple peel powder was 
associated with changes in microbiota composition when administered by gavage for 
10 days pre- and post-DSS colitis induction in vivo (37). Corroborating our findings, 
Dolara, Luceri (38) have found predominance of Lactobacillus and Bifidobacterium 
spp. in feces of rats, which were supplemented for 16 weeks with proanthocyanidin-
rich red wine extract.  
Some literature data have demonstrated that (poly)phenols can reduce 
SCFA production (39). Rats fed 0.6% epigallocatechin gallate diet produced lower 
levels of acetic and butyric acids, whereas cecal level of propionic acid was unchanged 
(40). Our findings were similar, the EJP treatments showed lower butyric acid 
production compared to HC group. On the other hand, EJP was able to promote the 
butyrate and acetate production when compared to drug treatment.  
The reactive oxygen species (ROS) association with IBD is well-known, 
inflammated tissue is rich in reactive species and their excess promotes lipid 
peroxidation, impairs the cellular membrane and disturbs the immune system (41). 
Although lipid peroxidation has been increased in all colitis groups according to TBARS 
assay, rats receiving EJP either short or long-term treatments was similar to healthy 
group in their serum TBARS. The same pattern was observed in the colon of the LJ 
group.   
Antioxidant enzymes (CAT, SOD, GR and GPx) could be able to strengthen 
oxidation resistance (3). They have different biochemical role, i.e., GPx reduces lipid 
hydroperoxide to alcohol and hydrogen peroxide to water, SOD transforms superoxide 
radical into molecular oxygen or hydrogen peroxide (3). In this sense, the obtained 
results could be distinct for each enzyme. Contradictory results were present in the 
literature, since a study has found no difference in mucosal antioxidant defenses in 
patients with IBD, whereas other authors have shown increased GPx activity in TNBS-
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induced rats (3, 42). Both EJP-treatment protocols affected antioxidant enzyme 
activities, being the main related to SOD activity in the serum, GR and GPx in the 
colon, and CAT in both sites. Moreover, jaboticaba peel intake has proved antioxidant 
effects in vivo and in vitro (11, 15) and the capacity to modulate the antioxidant 
enzymes may be used as a non-invasive approach in IBD-related oxidative stress 
management.  
Leukocyte infiltration and up-regulation of ICAM-1 are usually found in IBD. 
Mazzon, Muia (43) have shown that green tea extract down-regulated ICAM-1 
expression and MPO activity in rats subjected to induced colitis and similar findings 
were observed in the present work.  
TNF-α has been pointed out over the years as a crucial intermediate in the 
initiation and progression of colitis-associated carcinogenesis (44, 45). EJP intake in 
the LJ treatment decreased 25 % TNF-α in colon tissue compared to the CC group; in 
addition, this results lead the LJ group to a similar level observed in the HC group. 
The literature shows increase in MPO activity, an indicative of neutrophil 
accumulation, and higher iNOS activity after TNBS-induced colitis (46). It was 
observed trend to decrease the MPO activity in both groups treated with EJP and lower 
iNOS expression compared to the CC group. Increase in iNOS expression can be 
related to the chronicity on the inflammation observed in humans (46, 47). In this way, 
decreasing its expression could be an alternative to reduce the grade of the 
inflammation and restore the health status of the mucosa. The current study is the first 
investigation into anti-inflammatory action of jaboticaba peel over IBD. 
Grape seed extract significantly decreased mucosal thickness in rats with 
DSS-induced colitis as well as observed in our study, which signs relief of inflammation 
by reduction of cell infiltrate (48). In addition, in agreement with our results, no 
significant effect was evident in distal colon related to qualitative histological severity 
score (48). However, in opposition to the work of Cheah, Bastian (48), EJP-treatment 
has prevented TNBS-induced damage to the crypts in our protcocols. 
The mesalazine, or 5-aminosalicylic acid (5-ASA), is well-established 
preparation used in the management of IBD. Mechanisms of action include the 
inhibition of mediators of lipoxygenase and cyclooxygenase, proliferator-activated 
receptor (PPAR) -gamma, interleukin-1, interleukin-2 and tumor necrosis factor-alpha 
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[49]. 5-ASA has also been recognized as a potent antioxidant and free-radical 
scavenger [49]. Comparing the effects, the EJP was able to inhibit the inflammation as 
it showed the decreased TNF-α, ICAM-1 and iNOS expression, besides to lower 
neutrophil infiltration pointed by reduced MPO activity, the mechanisms are mainly 
associated with antioxidant capacity of compounds from EJP.  
5. Conclusion 
 The results demonstrated that aqueous extract of jaboticaba peel ameliorates 
the severity of experimental colitis through inhibition of oxidative stress, modulation of 
colonic microbiota, preservation of the colon mucosa thickness and crypts and showed 
anti-inflammatory effects. Therefore, prospective studies could explore the EJP 
potential to corroborate drug-treatments in the treatment of UC. 
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O desperdício de alimentos deve ser uma preocupação econômica, social 
e ambiental, além da perda alimentar em si, está associado aos demais insumos 
utilizados na sua cadeia produtiva (Hall et al., 2009). Estima-se que aproximadamente 
40% das perdas ocorram na indústria de alimentos (Mirabella et al., 2014). 
Subprodutos, como cascas e sementes que são normalmente descartados, podem 
ser usados pela indústria farmacêutica, nutracêutica e pela própria indústria de 
alimentos (Mirabella et al., 2014). Estas porções podem representar significativa 
parcela da massa e concentrar compostos com atividade biológica da espécie vegetal 
(Gorinstein et al., 2011). Esse é o caso da jaboticaba, utilizada no presente trabalho, 
cuja massa da casca correspondeu a mais que um 1/3 da fruta in natura. 
Atualmente nomeada ‘berry brasileira’, assim como outras frutas de mesma 
coloração, a jabuticaba é rica em compostos bioativos, como fibras e (poli)fenóis (Wu 
et al., 2013). Corroborando com outros estudos (Wu et al., 2013; Inada et al., 2015), 
os resultados mostraram a alta concentração destes compostos na casca. O teor de 
fibras totais foi superior a 35%, destacando-se a quantidade de fibras solúveis (~10%) 
e pectina (~3%). As fibras têm sido associadas a efeitos de prevenção e tratamento 
de doenças, além da manutenção da saúde intestinal (Yapo e Koffi, 2008). Contudo, 
neste trabalho buscamos uma alternativa para aumentar a vida de prateleira e 
viabilizar o consumo da casca, para contornar o problema da alta sazonalidade da 
fruta (Barros et al., 1996). Desta forma, o extrato aquoso obtido por infusão, 
semelhante ao preparo tradicional de um chá, foi utilizado para análises in vitro e in 
vivo. A fibras presentes no resíduo da extração podem ser alvo de futuras 
investigações.  
Além de uma forma prática de preparo e consumo, os resultados 
mostraram que a técnica foi eficiente em extrair os principais compostos presentes na 
casca. Foram identificados, além dos compostos majoritários cianidina 3-O-
glucosídeo e delfinidina 3-O-glucosídeo, o ácido elágico, a rutina e o ácido gálico. 
Embora o teor de compostos fenólicos encontrado no extrato aquoso (ECJ) seja 
menor que o determinado com outros tipos de solventes (Leite et al., 2011; Abe et al., 
2012), se preparado na concentração de 0,25 g mL-1, uma porção de 250 mL contém 
em média 150 mg de equivalentes de ácido gálico, o que é correspondente a metade 
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e um quarto do teor de fenóis encontrado no chá preto e chá verde, respectivamente 
(Rechner et al., 2002; Yang e Liu, 2013). A capacidade antioxidante do ECJ também 
pode ser comparada ao demonstrado em infusões aquosas de Camellia sinensis (chá 
verde, preto, branco), a qual é uma espécie amplamente comercializada, estudada e 
relacionada a benefícios de saúde devido à atividade antioxidante, dentre outros 
efeitos correlatos (Socha et al., 2013). Outro dado que sugere o forte potencial de anti-
radical deste extrato é IC50 determinada por DPPH, os valores foram menores que o 
encontrado para algumas ‘berries’ e plantas medicinais (Krishnaiah et al., 2011; 
Gorinstein et al., 2013), sendo que a concentração da IC50 é inversamente 
proporcional a capacidade antioxidante da amostra.  
Diante da caracterização e forte capacidade antioxidante in vitro, o ECJ foi 
investigado quanto aos efeitos in vivo. Infusões aquosas de vegetais têm atraído 
atenção por serem uma maneira de prover compostos bioativos ao organismo por 
meio da dieta sem utilizar processo caros ou solventes tóxicos (Bhebhe et al., 2016). 
Em ensaio piloto a melhor aceitação, avaliada pela ingestão líquida, foi alcançada com 
o extrato na concentração de 50 g L-1 e, portanto, esta concentração foi utilizada para 
posteriores experimentos.  
A ingestão de alimentos funcionais não deve ser restringida a episódios 
patológicos, mas deve ser incorporada no dia a dia da população, como forma de 
prevenção de diversas doenças relacionadas aos fatores ambientais (Dillard e 
German, 2000). Assim, dentre os potenciais benefícios dos fitoquímicos, foi avaliado 
o impacto na microbiota e os ácidos graxos de cadeia curta em animais saudáveis, 
além do efeito antioxidante sérico e em nível intestinal. A ingestão hídrica e peso 
corporal não foram alterados no animais tratados, sendo um indicativo de manutenção 
da homeostase. Por ser tratar de animais saudáveis poderia não ocorrer estímulo ao 
estresse oxidativo, como ficou demonstrado no nível similar de peroxidação lipídica 
(TBARS) dos animais tratados comparado ao grupo controle. O ECJ modulou 
atividade da enzima SOD (superóxido dismutase), aumentando sua atividade no soro, 
porém a atividade de outras enzimas (GR – glutationa redutase, GPx – glutationa 
peroxidase) não foi afetada, tanto no soro quanto no cólon. A manutenção das 
atividades enzimáticas nos níveis do controle pode ser um bom indicativo, pois o uso 
de antioxidantes chega a ser questionado uma vez que espécies reativas em níveis 
regulares desempenham papéis importantes na fisiologia do organismo (Kurutas, 
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2016), assim o consumo do ECJ pode ter um efeito balanceado sobre as defesas 
antioxidantes endógenas.  
Um papel adicional dos compostos fenólicos refere-se à modulação da 
microbiota intestinal e seus metabólitos (Cardona et al., 2013). O equilíbrio da 
microbiota está associado à saúde intestinal e geral do organismo, pois atua na 
biotransformação de nutrientes, na defesa contra bactérias patógenas e manutenção 
da barreira gastrointestinal (Cardona et al., 2013). O ECJ aumentou o crescimento de 
enterobactérias e bifidobactérias tanto no curto (2 semanas) quanto longo (7 
semanas) protocolo de tratamento, o gênero lactobacilos também teve crescimento 
estimulado após curto período de tratamento. Lactobacilos e bifidobactérias são 
conhecidos por inibir o crescimento de bactérias patógenas (Kopp-Hoolihan, 2001). 
Estudo com resveratrol também demonstrou estímulo ao crescimento de lactobacilos 
no conteúdo cecal de ratos (Larrosa et al., 2009). Era esperada, com a alteração na 
microbiota, modificação na concentração dos produtos do metabolismo microbiano 
(ácidos graxos de cadeia curta - AGCC) no conteúdo cecal, contudo apenas a 
produção de acetato foi estimulada no tratamento a longo prazo. Os efeitos 
metabólicos atribuídos ao acetado referem-se principalmente à tolerância à glicose e 
controle do apetite, segundo a literatura (Kasubuchi et al., 2015), porém estes 
parâmetros não foram investigados no presente trabalho.  
A segurança da ingestão do ECJ foi inicialmente avaliada por meio de 
análises da atividade das enzimas hepáticas (ALT, AST e ALP), o aumento destas é 
um indicativo de sobrecarga ou dano hepático (Batista, A. G. et al., 2014), todavia o 
ECJ não aumentou a atividades das enzimas, sinalizando a não toxicidade do mesmo.  
Os resultados favoráveis quanto ação antioxidante e efeito na microbiota 
em condições saudáveis, levou ao experimento seguinte para avaliar estes 
parâmetros em ratos com inflamação intestinal experimentalmente induzida, uma 
condição que provoca o estresse oxidativo e modifica a microbiota intestinal. Foi 
possível investigar ainda a ação anti-inflamatória do ECJ.  
Após a indução da colite em ratos por instilação retal de TNBS (ácido 
trinitrobenzeno sulfônico) foi demonstrado melhora dos sintomas como perda ponderal 
e escore das fezes com tratamentos utilizando ECJ. O menor peso do baço dos 
animais tratados com ECJ comparado ao controle doente não tratado ou ao controle 
doente tratado com mesalazina sugere menor atividade inflamatória. Em um estudo 
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clínico também foi demonstrada melhora dos sintomas após tratamento com um 
bioativo, a antocianidina (Biedermann et al., 2013).  
A microbiota intestinal tem importante papel nas doenças inflamatórias 
intestinais (DII), pode proteger ou reduzir a progressão da doença devido ao seu papel 
na manutenção do epitélio intestinal e inibição do crescimento de bactérias patógenas 
(Uranga et al., 2016). Os (poli)fenóis podem modular o crescimento da microbiota e 
alterar a produção de AGCC (Kaulmann e Bohn, 2016). Ambos os tratamentos (curto 
e longo período) estimularam o crescimento de bifidobactérias e lactobacilos, além de 
manter no nível do controle saudável as enterobactérias. Experimento com a casca 
de maçã também levou a alterações na microbiota de animais com colite induzida 
(Denis et al., 2016). Os resultados mostraram que o tratamento com mesalazina 
provocou redução de forma geral da produção de AGCC. Embora alguns dados da 
literatura mostrem que os (poli)fenóis podem reduzir a produção de AGCC 
(Matziouridou et al., 2016), animais que receberam o ECJ por 2 semanas tiveram 
maior produção de ácido butírico, e o longo período de tratamento elevou a produção 
de acetato comparado ao grupo tratado com mesalazina. Todavia, os achados são 
concordantes com a literatura quando comparados aos demais controles (saudável e 
doente não tratado).  
A relação entre o estresse oxidativo e as DII já é bem estabelecida, o tecido 
inflamado tem alta produção de espécies reativas e este excesso promove 
peroxidação lipídica, provocando distúrbios nas membranas celulares e no sistema 
imune (Pavlick et al., 2002). Apesar de todos os grupos doentes terem demonstrado 
algum aumento na peroxidação lipídica, nos animais que receberam o ECJ os níveis 
foram estatisticamente similares aos animais saudáveis.  
As enzimas antioxidantes (catalase – CAT, SOD, GR e GPx) contribuem 
para evitar o estresse oxidativo, cada uma atuando em diferentes vias (Yao et al., 
2016). Catalase pode fortalecer a resistência à oxidação atuando na decomposição 
de peróxido de hidrogêncio, GPx reduz hidroperóxidos a álcoois e peróxido de 
hidrogênio à água, SOD é uma enzima importante na mitocôndria catalisando a 
dismutação da superóxido, um potente radical livre vias (Yao et al., 2016). Os 
resultados encontrados na literatura podem ser contraditórios, por exemplo, não foram 
encontradas diferenças nas defesas antioxidantes enzimáticas da mucosa intestinal 
de pacientes com DII, em outro estudo foi mostrado aumento na atividade de GPx em 
animais com colite induzida por TNBS (Durak et al., 2000; Yao et al., 2016). No 
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presente trabalho, ambos os protocolos de tratamento afetaram a atividade de 
enzimas, ocorrendo aumento de SOD no soro, GR e GPx no colon, e CAT em ambos 
os locais. A casca de jabuticaba, além promover efeitos antioxidantes in vitro e in vivo 
(Batista, Â. G. et al., 2014; Lenquiste et al., 2015), teve capacidade de modular as 
enzimas antioxidantes no soro e colón, o que sugere que a mesma pode ser 
empregada no controle do estresse oxidativo nas DII.  
A principal ação anti-inflamatória do tratamento foi verificada em nível local, 
pois a atividade da enzima mieloperoxidade (MPO), secretada por neutrófilos (Macias-
Ceja et al., 2016), foi encontrada reduzida no cólon dos animais tratados com ECJ. 
Nas DII é comum infiltração de leucócitos e aumento de ICAM-1 (molécula de adesão 
celular). Mazzon et al. (2005) demonstraram que o chá verde reduziu a expressão de 
ICAM-1 e a atividade de MPO, resultados semelhante ao encontrado neste estudo. A 
expressão de iNOS (óxido nítrico-sintase induzida) também foi reduzida com o 
tratamento. Este é o primeiro trabalho a investigar a ação anti-inflamatória em uma 
condição aguda como a DII. A figura 1 ilustra a possível ação do ECJ nas DII diante 
dos resultados encontrados.  
 
Figura 1 – Possíveis mecanismos de ação do Extrato da casca de jabuticaba (ECJ) 
nas Doenças inflamatórias intestinais (DII). Os símbolos significam: estímulo (→), 
inibição direta (┤com linha contínua) e inibição indireta (┤com linha traceçada). 
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Assim como observado após tratamento com o ECJ, o extrato da semente 
de uva reduziu o espessamento de mucosa em ratos com colite induzida (Cheah et 
al., 2013), o que é um sinal de redução do infiltrado celular e, consequentemente, da 
inflamação. Além disto, os resultados também foram concordantes ao não 
encontrarem diferenças no escore histológico do cólon (Cheah et al., 2013). O ECJ 
promoveu, ainda, a preservação das criptas na mucosa do cólon.  
Os experimentos evidenciaram que o extrato aquoso da casca de 
jabuticaba é rico em compostos bioativos presentes na casca in natura, possui forte 
capacidade antioxidante in vitro e in vivo, tanto em condição fisiológica quanto 
patológica. Além disto, o extrato modulou a microbiota e a produção de AGCC, e 
exerceu atividade anti-inflamatória em modelo in vivo de colite induzida. Portanto, 
pesquisas futuras poderão explorar a aplicação do ECJ como fonte de composto 
fenólico na dieta de indivíduos saudáveis e como uma estratégia de prevenção em 
saúde; e, ainda, como coadjuvante no tratamento de doenças inflamatórias como as 
DII.   
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 A casca da jabuticaba (Myrciaria jaboticaba) é uma fonte reconhecida de 
compostos bioativos, particularmente antocianinas. Os resultados in vitro deste 
trabalho apontaram que a infusão aquosa foi um eficiente método de extração; o 
extrato apresentou uma alta capacidade antioxidante. A avaliação in vivo também 
comprovou ação favorável do extrato aquoso da casca sobre o estado antioxidante a 
nível sérico e intestinal, bem como modulação da microbiota de ratos saudáveis, sem 
provocar toxicidade hepática. Finalmente, o tratamento com o extrato foi capaz de 
reduzir a severidade de colite induzida por meio de inibição do estresse oxidativo, 
efeito anti-inflamatório, modulação da microbiota e preservação da mucosa do cólon. 
Portanto, o extrato aquoso da casca de jabuticaba é uma alternativa prática para o 
aproveitamento deste subproduto e obtenção de composto bioativos da fruta, 
demonstrando efeitos benéficos em condições fisiológicas e em situações patológicas, 
poderia ser futuramente utilizado tanto como uma estratégia de manutenção da saúde 
quanto um adjuvante no tratamento de inflamações intestinais.  
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1. Introdução 
Frutas têm recebido atenção especial de cientistas devido aos seus altos 
conteúdos de polifenóis (Beecher, 2003; Scalbert et al., 2005). A jabuticaba, fruta 
nativa do Brasil, pertence à família Myrtaceae e está amplamente distribuída nas 
regiões sul e sudeste do Brasil (Sato e Cunha, 2007). A principal espécie é a Myrciaria 
jaboticaba, cultivada domesticamente com curto período de safra (setembro a 
outubro) (Sato e Cunha, 2007). Todavia, há potencial para crescimento da produção 
e comercialização, além do consumo in natura, sucos, polpa, vinhos, licor são outras 
formas que podem viabilizar o consumo da jabuticaba (Balerdi et al., 2006; Danner et 
al., 2010). 
Em geral, cascas de frutas não são extensivamente consumida, mas 
recentemente novas formulações têm incluído estes subprodutos (Asquieri et al., 
2009; Dessimoni-Pinto et al., 2011). A casca de jabuticaba pode ser seca, a qual 
concentra maiores quantidade de polifenóis e tem expressiva atividade antioxidante 
(Lima et al., 2011; Abe et al., 2012; Leite-Legatti et al., 2012), o processo é uma 
alternativa para estender a vida de prateleira e viabilizar o consumo desta porção. 
Embora os compostos bioativos presentes na M. jaboticaba não tenham 
ainda sido extensivamente explorados, alguns têm sido descritos na literatura: 
antocianinas, principalmente cianidina e delfinidina 3-glicosídeo, elagiotaninos, ácido 
elágico, vitamina C, limoneno, terpenos, fibras dietéticas e outros (Reynertson et al., 
2006). 
Uma vez disponíveis nos tecidos, compostos fenólicos podem interagir com 
mecanismos de transdução e expressão gênica, bem como atuar através de seu papel 
no sequestro de radicais livres, quelação de metais, melhora de parâmetro 
inflamatórios, inibição da agregação plaquetária, aumento do fluxo sanguíneo 
cerebral, redução da angiogênese dentre outros positivos efeito na saúde (Morazzoni 
e Magistretti, 1990; Mladenka et al., 2010; Guo et al., 2012; Williams e Spencer, 2012). 
Dados recentes têm mostrado que dietas adicionadas de 2% de casca de 
M. jaboticaba tiveram efeitos importantes in vitro e in vivo: aumento do potencial 
antioxidante (Leite et al., 2011), ação antiproliferativa e antimutagênica (Leite-Legatti 
et al., 2012), melhoras dos níveis de HDL-colesterol, redução da resistência à insulina 
(Lenquiste et al., 2012), efeitos anti-inflamatórios no fígado e tecido adiposo (Dragano 
et al., 2012). 
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As pesquisas recentes enfocam no efeito de compostos fenólicos, 
naturalmente presente nos alimentos, sobre a inflamação (De Faria et al., 2012; Hur 
et al., 2012; Algieri et al., 2013), bem como seus efeitos na microbiota (Camuesco et 
al., 2005; Hoentjen et al., 2005; Lima De Albuquerque et al., 2010; Komiyama et al., 
2011; Scarminio et al., 2012). Tendo em vista o potencial anti-inflamatório desta fruta, 
foram avaliados os efeitos do extrato da casca de jabuticaba em um modelo in vivo de 
inflamação intestinal.  
As doenças inflamatórias intestinais (DII) acometem milhões de pessoas no 
mundo e provocam sintomas debilitantes que prejudicam desempenho e qualidade de 
vida (Russel, 2000; Loftus et al., 2007). Alterações na imunidade da mucosa e 
fisiologia gastrointestinal estão presentes nas DII. As duas principais formas de 
manifestação da doença são a colite ulcerativa (CU) e doença de Crohn (DC) 
(Baumgart e Carding, 2007). Alguns compostos (poli)fenolicos têm mostrado atividade 
anti-inflamatória nestas patologias, principalmente por meio da inibição de marcadores 
pró-inflamatórios e modulação da microbiota (De Faria et al., 2012; Algieri et al., 2013).  
Em outra linha, autores têm mostrado o efeito de extratos vegetais contra 
células tumorais humanas. E uma vez que muitos produtos naturais podem diminuir a 
agressividade de células tumorais, podendo ser empregados como adjuvantes no 
tratamento de câncer (Mondal et al., 2012; Chinembiri et al., 2014). O câncer de mama 
é o de maior incidência entre mulheres (Zhang et al., 2010). Portanto, para investigar 
a atividade antimutagência e antiproliferativa da casca de jabuticaba optou-se por 
avaliar a ação de diferentes extratos da casca em células de câncer de mama.  
Desta maneira o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial anti-
inflamatório e efeito na modulação da microbiota da casca de jabuticaba em 
camundongos com colite induzida por DSS (dextran sulfato de sódio). Além disso, 
foram realizados experimentos sobre o potential antimutagênico e antiproliferativo da 
casca em células de câncer de mama. 
 
2. Material e métodos 
– Experimento in vivo 
Casca de jabuticaba (Myrciaria jaboticaba)   
As jabuticabas foram obtidas em um mercado local do Brasil. As frutas 
foram higienizadas e despolpadas. As cascas foram secas em estufa com circulação 
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de ar a 50 °C (Marconi, Piracicaba/SP - Brazil) até atingir umidade de 10% ou menos 
(96h) e moídas (20 mesh).  A farinha foi estocada em frasco âmbar a -20 °C. 
Extrato aquoso: Para os experimentos in vivo foi preparada a infusão aquosa da 
casca de jabuticaba em água a 90-100 °C na concentração de 50 g L-1. Após 35 min, 
a infusão foi filtrada in papel filtro qualitativos (24mm) com auxilio da bomba a vácuo. 
O filtrado foi armazenado em frasco âmbar a 10 °C por no máximo 48h antes de 
oferecida aos animais.  
Experimentos 
Os experimentos foram aprovados pelo comitê de ética da instituição e 
conduzidos de acordo com Guia para cuidado e uso de animais de laboratório. 
Camundongos machos C57BL/6 “germ-free” mantidos em isoladores foram alocados 
sobre condições controladas de temperatura e umidade do ar, em uma faixa de 22 ± 
1 ºC e 60-70% respectivamente, em ciclo claro/escuro de 12 horas, os animais com 
acesso livre a água e ração.  
 
Experimento 1 (piloto): Para determinar a concentração do extrato a ser utilizado foi 
realizado um experimento piloto. Camundongos “germ-free” foram “humanizados” – 
receberam por gavagem solução com fezes de origem humana para colonização do 
trato-gastrointestinal. Após 7 dias (tempo necessário para estabelecimento da 
microbiota), os animais foram divididos em 4 grupos (n=4), e receberam o extrato 
aquoso em 15 (grupo 2), 25(grupo 3) ou 50 (grupo 4) g/L em substituição à água, o 
grupo 1 recebeu somente água. O consumo hídrico e dietético e peso corporal foram 
acompanhados durante 15 dias. Os animais foram então sacrificados sob anestesia 
por exsanguinação ocular e deslocamento cervical. 
 
Experimento 2: Camundongos “germ-free” foram “humanizados” – receberam por 
gavagem solução com fezes de origem humana para colonização do trato-
gastrointestinal. Após 7 dias foram divididos em 4 grupos (n=4): (1) H2O; (2) H2O + 
DSS; (3) Extrato 50 g/L; (4) Extrato 50 g/L + DSS. Após uma semana, os grupo 2 e 4 
passaram a receber sulfato de sódio dextrana (DSS) 3% em substituição à água ou 
ao extrato, os grupos 1 e 3 receberam somente água. Após 7 dias, tempo para indução 
da colite, o DSS foi removido e animais voltaram a receber extrato ou água conforme 
o grupo. O tratamento continuou por uma semana e então os animais foram 
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anestesiados e sacrificados por exsanguinação ocular e deslocamento cervical. 
Durante o período experimental, foi realizado controle de peso e do consumo de 
líquidos e dieta a cada dois dias. Amostras fecais foram coletadas em quatro tempos: 
(1) antes da colonização; (2) antes de receberem o extrato; (3) antes de receberem 
DSS; (4) antes de retornar o tratamento; (5) antes do sacrifício. Durante o sacrifício 
além de soro, foi removido conteúdo cecal para dosagem de Lipocalina-2. O cólon foi 
removido pesado, medido e preparado para análise histológica. A expressão de genes 
relacionados a inflamação e estresse oxidativo foi investigada por kit de PCR array 
(QIAGEN #PAMM 0652D-12) no cólon e fígado. 
 
Experimento 3 – Este foi realizado com animais gnobióticos (microbiota conhecida). 
Primeiramente, foi confirmado que os camundongos eram “germ-free”. Para isto, 
amostra de fezes foram cultivadas em diferentes meios de cultura (BHI, YM, WC) em 
condições aeróbicas e anaeróbicas. Após esta confirmação, os animais foram 
colonizados com Bacteroides thetaiotaomicron (B. theta), uma das principais espécies 
relacionadas às doenças inflamatórias intestinais até o momento. Os camundongos 
receberam, depois de 7 dias, extrato da casca de jabuticaba. Grupos (1) H2O, (2) 
H2O+DSS, (3) Extrato 5 g/L +DSS, (4) Extrato 50 g/L +DSS (n=4). Após uma semana, 
os grupo 2, 3 e 4 passaram a receber sulfato de sódio dextrana (DSS) 3% em 
substituição  à água ou ao extrato, o grupos 1 recebeu somente água. O consumo 
hídrico e dietético, e peso corporal foram acompanhados durante 15 dias. Os animais 
foram então sacrificados sob anestesia por exsanguinação ocular e deslocamento 
cervical. 
 
– Experimento in vitro 
Extrato Non-Polar (NP): Para os experimentos in vitro em 10 g de casca foi 
adicionado 100 mL de acetato de etila e mantido em agitação por 1 h em temperatura 
ambiente, filtrado em papel de filtro. O filtrado foi reservado e ao resíduo adicionado a 
50 mL de acetado de etila, após 1 h em agitação e filtragem, foi repetida esta etapa 
com o resíduo. A combinação dos filtrados foi então seca em um rotaevaporador a 
40˚C.  
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Extrato Polar (P): Foi repetido o procedimento descrito acima, porém utilizando o 
resíduo do mesmo e etanol 80% como solvente.  
Para os experimentos in vitro, os extratos foram ressuspensos em dimetilsulfóxido 
(DMSO) na concentração de 250 mg/mL e diluídos em meio de cultura de acordo com 
o experimento. 
Experimentos 
MCF7 e MDA-MB-231 foram obtidas do American Type Culture Collection 
(ATCC, Manassas, VA). As células foram cultivadas em RPMI 1640 (Corning Inc., New 
York) a 37˚C e 5% CO2 de acordo com as instruções do fornecedor.  
As células foram tratadas com os extratos por 24-96 h de acordo com o 
experimento realizado. Por meio de diferentes experimentos, foram avaliados os 
efeitos dos tratamentos listados abaixo, conforme trabalho anterior (Avtanski, D. B. et 
al., 2014): 
- Proliferação celular - Ensaio de formação de colônia e formação de colônia em 
soft-agar; 
- Viabilidade celular – MTT e porcentagem de células vivas em relação ao 
controle; 
- Migração celular - Ensaio esferóide e Ensaio de Migração; 
- Metástase – Ensaio de invasão Matrigel; 
- Apoptose e estresse de retículo – Western-Blotting e PCR. 
-  
3. Resultados  
 
- Experimento in vivo 
 
Experimento 1 (piloto): O consumo hídrico foi medido a cada dois dias e os dados 
mostrados na Figura 1a. A média do consumo hídrico por dia foi maior no grupo que 
recebeu o extrato em maior concentração, indicando uma melhor aceitação do mesmo 
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(Figura 1b). Portanto, determinou-se utilizar a contração de 50 g/L para os demais 
experimentos. Não houve intercorrências e o peso não foi alterado.  
 
 
Figura 1 – Consumo hídrico no experimento 1. (a) Consumo hídrico em diferentes 
tempos do experimento; (b) média do consumo hídrico no período experimental.   
 
Experimento 2- Como esperado, animais com colite induzida apresentaram perda 
ponderal, contudo o tratamento com extrato não foi capaz de evitar a perda de peso 
após indução da colite – tempo 3 e 4 (Figura 2a). Quanto à ingestão de líquidos, 
animais com colite apresentavam uma menor ingestão de líquidos, apesar de ela ter 
aumentado gradativamente, ao final do experimento a ingestão de extrato entre os 
animais com colite era menor que o consumo de água (Figura 2b). Isto pode ser devido 
a uma melhora no quadro inflamatório, o que pode reduzir, por exemplo, a febre e 
consequentemente o consumo de líquidos, por outro lado pode ser um indicativo de 
piora do quadro e declínio das condições gerais. Portanto, outras análises foram 
realizadas. Não houve diferença no comprimento e peso do cólon comparando 
animais tratados ou não (Figura 2c e 2d).  
(a) (b) 
Time 
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Figura 2 – Peso (a) e consumo hídrico (b), peso (c) e comprimento do cólon (d). 
Animais com colite apresentaram perda ponderal, encurtamento e aumento do peso 
do cólon, não alterados pelo tratamento, contudo a ingestão de líquidos foi menor 
entre os animais colite tratados.  
Um marcador sensível de inflamação foi investigado por kit Elisa (R&D 
System #DY1857) nas fezes e no soro – Lipocalina-2 (LCN2) (Figura 3). Os níveis de 
LCN2 são aumentados em vários quadros inflamatórios, incluindo a inflamação 
intestinal (Chassaing et al., 2012). O que é concordante com os achados neste 
trabalho. Os animais com colite que receberam extrato apresentaram um nível 
superior de LCN2 assim que indução terminou (7 dias com DSS), contudo neste 
período havia sido interrompido o tratamento com o extrato para a indução; e uma 
semana após retornar o consumo de extrato o mesmo não foi observado. No soro 
também não foram observadas diferenças nos níveis de LCN2. Contudo imagens 
histológicas (coloração hematoxilina e eosina) do cólon distal sugerem maior 
preservação e menor infiltrado inflamatório na mucosa nos animais tratados (Figura 
4).  
 
(a) 
(b) 
(c) 
(d) 
Time 
Time 
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Figure 3 – Lipocalina-2 nas fezes (a) e soro (b). Este marcador sensível de 
inflamação foi aumentado nos animais com colite nas fezes e no soro, porém uma 
semana após ao tratamento o nível de LCN-2 apresentou leve redução nas fezes.  
 
Figura 4 – Imagens histológicas do cólon distal.  
Dentre os 84 genes analisados por PCR-array no cólon, 45 tiveram menor 
expressão no grupo tratado (<2 vezes menor que Controle), contudo houve limitação 
no número de amostras e os resultados não foram estatisticamente diferentes (Tabela 
1). A respeito da expressão destes genes no fígado, não foi observado o mesmo, 
sendo que a maior parte da expressão dos genes foi aumentada em relação ao 
controle (Tabela 2), porém não foram observadas diferenças estatísticas. 
(a) 
(b) 
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Tabela 1 – Expressão de genes relacionados à inflamação e estresse oxidativo no 
cólon dos animais tratados com extrato  
Diferença em relação ao controle. Em azul diferença menor que 2,0. 
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Tabela 2 – Expressão de genes relacionados à inflamação e ao estresse oxidativo 
no fígado dos animais tratados com extrato  
*Diferença em relação ao controle. Em azul diferença menor que 2,0. Em vermelho 
diferença maior que 2,0. A maior parte dos genes foi mais expressa em relação ao 
controle porém não foram observadas diferenças estatísticas. 
DNA da microbiota presente nas fezes em diferentes tempos do 
experimento foi isolado, quantificado e utilizado para sequenciamento da microbiota 
Genes
Fold Up- or 
Down- 
Regulação
p-valor Genes
Fold Up- or 
Down- 
Regulação
p-valor
Alb -3.04 0.377 Mb -3.91 0.332
Als2 -2.75 0.370 Mpo -2.53 0.382
Aox1 -2.53 0.382 Ncf1 -3.32 0.374
Apc -2.31 0.350 Ncf2 -1.69 0.328
Apoe -1.28 0.216 Ngb -3.64 0.363
Atr -3.61 0.367 Nos2 -2.53 0.382
Cat -1.85 0.377 Nox1 -4.14 0.153
Ccl5 -2.10 0.395 Nox4 -2.53 0.382
Ccs -1.80 0.353 Noxa1 -1.42 0.432
Ctsb -1.75 0.264 Noxo1 -2.40 0.358
Cyba 1.02 0.944 Nqo1 -1.50 0.332
Cygb -3.06 0.376 Park7 -1.16 0.583
Dnm2 -2.02 0.334 Prdx1 -2.37 0.329
Duox1 -2.71 0.382 Prdx2 -1.66 0.334
Ehd2 -2.42 0.361 Prdx3 -1.41 0.384
Epx -2.53 0.382 Prdx4 -1.04 0.816
Ercc2 -2.00 0.342 Prdx5 -1.42 0.375
Ercc6 -3.60 0.327 Prdx6 -1.14 0.588
Fancc -3.65 0.360 Prnp -1.64 0.223
Fmo2 -2.57 0.364 Psmb5 -1.50 0.393
Fth1 1.01 0.745 Ptgs1 -2.87 0.324
Gclc -1.36 0.423 Ptgs2 -3.39 0.374
Gclm -1.95 0.303 Rag2 -2.53 0.382
Gpx1 -1.02 0.843 Recql4 -2.53 0.382
Gpx2 -1.34 0.098 Scd1 -1.72 0.405
Gpx3 -1.91 0.336 Serpinb1b -1.96 0.356
Gpx4 1.01 0.974 Slc38a1 -1.94 0.345
Gpx5 -2.53 0.382 Sod1 1.32 0.326
Gpx6 -2.53 0.382 Sod2 -1.84 0.363
Gpx7 -2.42 0.383 Sod3 -2.27 0.365
Gsr -1.43 0.178 Sqstm1 -1.57 0.353
Gss -1.95 0.329 Srxn1 -1.43 0.204
Gstk1 -2.02 0.313 Tpo -2.53 0.382
Gstp1 -2.03 0.335 Txn1 -3.14 0.378
Hmox1 -2.73 0.382 Txnip -1.29 0.459
Hspa1a -4.53 0.318 Txnrd1 -1.45 0.202
Idh1 -2.97 0.353 Txnrd2 -4.32 0.348
Ift172 -4.80 0.302 Txnrd3 -3.31 0.375
Il19 -2.53 0.382 Ucp2 -1.33 0.204
Il22 -2.53 0.382 Ucp3 -3.09 0.379
Krt1 -2.53 0.382 Vim -1.85 0.153
Lpo -4.81 0.316 Xpa 1.98 0.551
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destes animais. Estes dados estão em fase de análise, não podendo ser mostrados 
neste momento. 
Embora não seja possível concluir a respeito do efeito do extrato aquoso 
na inflamação intestinal, é possível visualizar que o mesmo provoca modificações na 
resposta à colite experimentalmente induzida. Futuras investigações podem ser 
direcionadas para endereçar o estudo de outros parâmetros, utilizando número maior 
de amostras e maiores tempo de experimento. 
Experimento 3 – Não houve diferença consumo hídrico (Figura 6a) e perda de peso 
(Figura 6b)  entre os animais com colite tratados ou não, porém no grupo não tratado 
um dos animais morreu um dia antes do sacrifício (Figura 6c), um indicativo de que o 
extrato pode amenizar a inflamação induzida. 
 
Figura 6 – Consumo hídrico (a), alteração do peso corporal (b) e curva de 
sobrevivência (c) de camundongos colonizados com B. theta. 
  
(b) 
(c) 
(a) 
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– Experimento in vitro 
Processo de divisão celular ilimitado é uma característica das células 
tumorais (Evan e Vousden, 2001). Esta capacidade reprodutiva das células foi 
avaliada por ensaio de formação de colônias, o qual é baseado na capacidade de uma 
única célula de formar colônias (50 ou mais células). Os resultados mostram que 
ambos os extratos foram eficientes em reduzir a reprodução celular do tipo invasivo 
de câncer de mama (MDA-MB-231) principalmente na maior concentração (50 g/mL), 
contudo somente o extrato não-Polar (NP) reduziu a proliferação celular de MCF7 
(Figura 7). Os achados podem ser comparados ao encontrado com um composto 
bioativo – Honokiol (HNK), obviamente em concentrações inferiores por se tratar de 
um composto isolado e não extrato bruto. Este composto tem sido estudado no 
tratamento de câncer, inclusive de mama (Avtanski, Dimiter B. et al., 2014). De acordo 
com outro experimento para avaliar a proliferação celular – formação de colônia em 
soft-agar, o extrato não polar (NP) inibiu o crescimento celular de MCF7, embora tenha 
havido uma tendência, no outro tipo celular não foi observada diferença significativa 
(Figura 8). A diferença do ensaio de formação de colônia e o ensaio soft-agar é que 
este avalia o crescimento das células independentes ancoragem.  
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Figura 7 – Formação de colônia MCF7 (a), MDA-MB-231 (b). NP – extrato não polar; 
P – extrato polar; HNK – honokiol. 
 
Figura 8 – Formação de colônia em soft-agar (a) MCF-7 e MDA-MB-231 (b); imagens 
da placa (c). NP – extrato não polar; P – extrato polar; HNK – honokiol. * Diferente do 
controle segundo teste T-Student, * p < 0.05; ** p < 0.01. 
MTT é um teste colorimétrico utilizado para avaliar viabilidade celular. MTT 
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide), um composto amarelo 
é reduzido a outro composto de cor roxa por células vivas, por meio da ação da enzima 
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NADPH oxidase (Stockert et al., 2012). Os resultados indicando que o tratamento 
durante 24h com extrato NP (100 µg/mL) reduziu a viabilidade celular de MCF7 e 
MDA-MB-231, tendo efeito semelhante entre NP e HNK, por outro lado extrato polar 
aumentou a viabilidade mesmo em maior concentração (Figura 9a). Para avaliar o 
tempo de ação do extrato NP, foi realizado um experimento com diferente “time-
points”. Os resultados apontam que em até 24h ocorre a ação do extrato na viabilidade 
celular (Figura 9 b-c).  
 
Figura 9 – Ensaio MTT (a), Viabilidade celular MCF7 (b) e MDA-MB-231 (c) depois de 
24-72 de tratamento com não polar (NP) 100 µg/mL e Honokiol (HNK) 5 µM . * 
Diferente do controle segundo teste T-Student, * p < 0.05; ** p < 0.01. 
Migração celular é marca de células malignas que contribuem para 
progressão de câncer primário para invasivo ou com metástase (Vinci et al., 2013). O 
tratamento com extrato não polar (NP) foi capaz de reduzir a migração de células de 
câncer de mama do tipo não invasivo (MCF7) e, ainda, em maior concentração (50 
g/mL) reduziu levemente a migração de células MDA-MB-231, as quais tem carácter 
invasivo (Figura 10). Outro experimento para avaliar este parâmetro foi realizado, 
consiste da cultura das células em placa de 12 poços, depois que esta cultura está 
confluente (aproximadamente 100%) é feito uma arranhadura no centro do poço, 
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então as células são tratadas e imagens coletadas periodicamente para observar a 
migração das células em direção ao espaço vazio. Neste ensaio foi observado que 
novamente que o extrato NP reduziu a migração da células MCF7. Em relação à 
linhagem MDA-MB-231, a diferença, embora não significativa, mostrou uma tendência 
a redução mais evidente que o tratamento com HNK (Figura 11 C e D). 
 
Figura 10 – Ensaio esferoide MCF7 (a) e MDA-MB-231 (b). NP – extrato não polar; P 
– extrato polar; HNK – honokiol. 
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Figure 11 – Ensaio de migração  de MCF7 (A) (B) e MDA-MB-231 (C) e (D). NP – 
extrato não polar; P – extrato polar; HNK – honokiol. * Diferente do controle segundo 
teste T-Student, * p < 0.05; ** p < 0.01. 
A capacidade de metástase é diretamente relacionada a severidade do 
tumor. Células cancerígenas com maior potencial de invasão podem mais facilmente 
migrar do local primário e ocasionar o desenvolvimento novos tumores em diferentes 
locais, o que dificulta o tratamento (Steeg, 2006). Para avaliar o efeito dos extratos 
nesta capacidade invasiva e, portanto, no potencial de metástase, ensaio de invasão 
Matrigel foi realizado. Os achados indicam que os extratos reduziram 
significativamente a passagem de células através da membrana, com destaque para 
o extrato NP em MDA-MB-231, o qual reduziu a invasão a menos de 10% comparado 
ao controle, efeito este superior ao composto isolado HNK (Figura 12). Este é uma 
boa resposta tendo em vista que MDA-MB-231 é o tipo mais invasivo de câncer de 
mama.  
 
Figura 12 – Ensaio de invasão com MCF7 e MDA-MB-231. NP – extrato não polar; P 
– extrato polar; HNK – honokiol. * Diferente do controle segundo teste T-Student, * p 
< 0.05; ** p < 0.01, *** p < 0.001. 
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Portanto, os extratos da casca de jabuticaba têm efeito antitumoral 
reduzindo tanto proliferação e viabilidade quanto potencial de metástase. Fica 
evidente que maior potencial provém de compostos não polares presentes na casca 
de jabuticaba, pois o extrato NP exibiu melhores respostas em menor concentração. 
Para determinar alguns dos possíveis mecanismos envolvidos nesta ação anti tumoral 
dos extratos, a expressão de proteínas relacionadas as vias apoptóticas e ao estresse 
de retículo foram investigadas por Western-Blotting e PCR.  
A respeito da expressão proteica é possível verificar que o extrato NP 
aumentou a expressão de cPARP (24h em MCF7 e 72 h em MDA-MB-231) (Figura 
14). PARP é uma proteína envolvida no reparo do DNA, quando quebrada (cPARP) 
perde seu domínio de ligação ao núcleo, sendo assim um marcador de apoptose (Amé 
et al., 2004).  NP ainda provocou aumento na expressão de BAX (Figura 13), esta 
proteína em situações de estresse mitocondrial, aumenta a permeabilidade da 
membrana, liberando caspase e iniciando o processo de apoptose (Yin et al., 1997). 
ERK é uma proteína relacionada tanto a proliferação celular quanto a morte celular. 
Foi encontrado aumento na expressão da forma ativa da proteína (fosforilada) depois 
de 24 e 72 h de tratamento com NP, 24-48h com P em MCF7; e em MDA-MB-231 o 
aumento de ERK fosforilada foi observado em 24 e 48 h de tratamento com NP (Figura 
14). Para confirmar se ativa que ERK estava ativando era apoptótica, foi determinada 
expressão de CHOP por PCR qualitativo. O extrato NP aumentou a expressão de 
CHOP (proteína relacionada a morte celular) e não provocou alterações em VEGF 
(fator relacionado a proliferação celular) em ambas as linhagens celulares (Figura 
14E). Conclui-se, portanto, que os extratos podem reduzir o crescimento de células 
cancerígenas por meio da ativação de vias de apoptose.  
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Figura 13 – Expressão de proteínas relacionadas apoptose (BAX e PARP) em MCF7 
(A), MDA-MB-231 (B) tratadas com extratos não polar (NP) e polar (P); células 
tratadas diferentes dose de Honokiol (HNK) (C) e com dose fixa em diferentes tempos 
(D). 
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Figura 14 – Expressão de ERK (total e fosforilada) em MCF7 (A), MDA-MB-231 (B) 
tratadas com extratos não polar (NP) e polar (P); células tratadas diferentes dose de 
Honokiol (HNK) (C) e com dose fixa em diferentes tempos (D); PCR de CHOP e VEGF 
em MCF7 e MDA-MB-231 tratadas com NP. 
O retículo endoplasmático é responsável pelo processo de “reciclagem” de 
proteínas com alterações, processo muitas vezes contornado pelas células tumorais 
(Moenner et al., 2007). Logo, o aumento do estresse de retículo, evidenciado por 
aumento da expressão de algumas proteínas como IRE1-alfa e BIP, é um indicativo 
de redução da proliferação de células tumorais (Figure 15). O tratamento com NP 
aumento o estresse de retículo em 48 e 72h em MCF7, já P provocou aumento da 
expressão de BIP e IRE1-alfa em  MCF7 em 48h e em MDA-MB-231 em 72h. Sendo, 
portanto, este outro mecanismo de ação dos componentes presentes na casca de 
jabuticaba.  
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Figura 15 – Expressão de proteínas relacionadas ao estresse de retículo 
endoplasmático (IRE1-alfa e  BIP) em MCF7 (A), MDA-MB-231 (B) tratadas com 
extratos não-polar (NP) e polar (P); células tratadas diferentes dose de Honokiol (HNK) 
(C). 
 
ATIVIDADES GERAIS  
1. Manejo dos camundongos (criados em isoladores por serem germ-free ou 
gnobióticos) como controle de peso, reposição de água e dieta, limpeza do isolador 
e gaiolas. 
2. Cirurgia para eutanásia dos animais e coleta de amostras (soro e tecidos). 
3. Coleta de fezes semanalmente e extração do DNA destas amostras. 
4. Para avaliação da inflamação, coleta e preparo para histologia do colón, coleta de 
imagens das lâminas. 
5. Extração de RNA e transcrição reversa- e análise de Real time PCR (array) e 
qPCR.  
6. Cultura celular. 
7. Atividades gerais de organização do laboratório. 
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ATIVIDADES COMPLEMENTARES AOS EXPERIMENTOS 
1. Curso sobre cuidados e uso de animais de laboratório antes de iniciar as 
atividades. 
2. Curso sobre patobiologia e fenotipagem de camundongos (30 h – Johns Hopkins 
University) 
3. Congresso “2015 Advances in Inflammatory Bowel Diseases, Crohn’s & Colitis 
Foundation’s Clinical & Research Conference”. 
4. Reuniões semanais com o grupo de trabalho para discussão dos resultados e 
próximas etapas. 
5. Palestras e seminários semanais na universidade. 
 
ATIVIDADES EM ANDAMENTO 
1. Análise de dados. 
2. Redação de um artigo sobre os experimentos in vitro.  
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ANEXO I – Protocolo de aprovação do Comissão de Ética no Uso de Animais 
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ANEXO II – Autorização da editora para inclusão do artigo “Functional tea from a 
Brazilian berry: Overview of the bioactive compounds” na tese  
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ANEXO III – Último status do artigo “Benefits of aqueous extract of berry byproduct on 
microbiota and antioxidant defense system in rats ” submetido a revista Nutrition 
Research 
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ANEXO IV - Declaração de Patrimônio Genético 
 
A comissão de pós-graduação 
Da Faculdade de Engenharia de Alimentos (Unicamp) 
 
A tese de doutorado da aluna Juliana Kelly da Silva envolveu o uso de jabuticaba 
como matéria-prima, fruta nativa brasileira. No entanto, devido à atual impossibilidade 
de cadastro, o certificado de aprovação do patrimônio genético não está sendo 
enviado juntamente com a versão final da dissertação. Assim que possível, a 
autorização será obtida junto ao órgão competente. 
É possível verificar a impossibilidade junto ao site do ministério do meio ambiente “O 
Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional 
Associado - SisGen, previsto no artigo 20 do Decreto nº 8.772, de 11 de maio de 2016, 
ainda não está disponível ao público, pois este Decreto estabeleceu diversos 
procedimentos relativos aos cadastros e ao funcionamento do SisGen que dependem 
da implementação da Secretaria Executiva do Conselho de Gestão do Patrimônio 
Genético - CGen“. [Disponível em: 
http://www.ministeriodomeioambiente.gov.br/patrimonio-genetico/conselho-de-
gestao-do-patrimonio-genetico] 
 
 
 
Atenciosamente, 
 
 
_______________________________________________ 
Prof. Dr. Mário Roberto Maróstica Jr.  
(Orientador) 
 
